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Gebiet der Erf induna 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Synthese von Biopolymeren 
oder Biomonomeren auf, und die Anlagerung vorher aynthetisierter 

10 Biopolyraere auf oberf lachenaktivierten, organiachen Pclymeren, 
Die vorliegende Erfindung findet bei der Synthese von Nuklein- 
s&uren, Peptiden, Proteinen, ebenso wie beim Sequenzieren durch 
Hybridisierung, beim Peptid/Protein-Sequenzieren und bei der 
diagnostischen Auswertung auf der genet ischen Ebene besondere 

15 Brauchbarkeit . 

Ausqanaspunkt der Erfindung 

Die in der Offenbarung dieses Patentee dargelegten Artikel 
20 und VerSffentlichungen werden nur ftir die darin enthaltenen 
Information present iert; keine dieser Informationen wird als 
gesetzlicher "Stand der Technik" anerkannt und wir behalten una 
das Recht vor, eine frthere Erf inderschaf t beziiglich jeder der- 
artigen Information festzustellen. 

25 

DesoxyribonukleinBAure (deoxyribonucleic acid « "DNA") und Ribo- 
nukleins&ure (ribonucleic acid » "RNA") sind lange, fadenfor- 
mige Makromolek&le, wobei die DMA eine Desoxyribonukleotid- 
Kette umfaSt, und wobei die RNA eine Ribonukleotid-Kette um- 

30 fafit. Ein Nukleotid besteht aus einem Nukleosid und einem oder 
mehreren Phosphat-Gruppen; ein Nukleosid besteht aus einer 
Stickstof fbase, die am einen Pentose-Zucker gebunden ist, 
Typischerweise ist die Phosphatgruppe an die fCinfte Kohlenstoff- 
("C-5")-Hydroxylgruppe ("OH") des Pentose -Zuckers gebunden; 

35 sie kann jedoch auch an der Hydroxylgruppe des dritten Kohlen- 
etoffs ( rt C-3 OH") gebunden sein. Bei einem DNA-Molekul ist der 
Pentose-Zucker Desoxyribose, wohingegen bei einem RNA-MolekQl 
der Pentose-Zucker Ribose ist. Die Stickstof fbasen in DNA sind 



Adenin ( "A* ) , Cytosin ("C"), Guanin ("6") und Thymin ("T")- 
Diese Basen sind fOr RNA dieselben, aufier da£ Uracil ("U") 
Thymin ersetzt* Demgein&& sind die Haupt-DNA-Nukleoside, ge- 
meinsam als "Desoxynukleoside" bezeichnet, wie folgt: 
5 Desoxyadenosin ( H dA*), Desoxycytidin ("dC"), Desoxyguanosin 
("dG") und Thymidin ( n T n ) . Die entsprechenden Ribonukleoside 
werden als "A"; W C°; "G" und n U n bezeichnet. (Axis Gewohnheit 
und well es kein entsprechendes Thytnidin-RibonukleoBid gibt, 
wird Desoxythymidin typischerweise als "T" bezeichnet; aus 
10 Grxinden der Konsequenz wird Thymidin jedoch in dieser gesam- 
ten Offenbarung als "dT" bezeichnet. 

Die Seguenz der Stickstof fbasen des DNA Oder RNA-Molekills 
kodiert die in dem Molekul enthaltene genetische Information. 

15 Die Zucker- und Phosphat-Gruppen eines DNA- oder RNA-Molekule 
leisten eine strukturelle Rolle, indem sie das GrundgerQst 
des Molekils bilden. Speziell ist der Zucker-Anteil jedes 
Nukleotids an den Zuckeranteil des benachbarten Nukleotids 
gebunden, so dafi das 3 1 -Hydroxyl des Pentose -Zuckers eines 

20 Nukleotids an das 5 1 -Hydroxyl des Pentose- Zuckers des 

benachbarten Nukleotids gebunden ist. Die Bindung zwischen den 
beiden Pentose -Zuckern erfolgt typischerweise liber eine 
Phosphodiester- Bindung. Auf der Grundlage dieser Bindungs- 
vorschrift weist ein Ende ("Terminus*) der Nukleotid-Kette einen 

25 5' -Terminus (beispielsweise Hydroxyl, Phosphat, Phosphate, etc.) 
und das andere Ende weist beispielsweise eine 3' -Hydroxyl- oder 
Phosphat-Gruppe auf. Per Konvention bzw. gewohnheitsnAfiig wird 
die Basensequenz einer Nukleotid-Kette in einer 5'- zu 3'- 
Richtung geschrieben r d.h. 5 ' -ATCG-3 1 oder einf ach. ATCG . 

30 

DNA und RNA werden innerlich durch lebende Tiere erzeugt. 
Jedoch kann DNA und RNA chemisch synthetisiert werden, so dafi 
synthetische Str&nge von DNA und RNA schnell und effizient 
erzeugt werden k6nnen. Diese Str&nge werden typischerweise als 
35 "synthetische Oligonukleotide" oder "Oligonukleotide" 

bezeichnet. Ein vielverwendetes chemisches Verfahren f\ir die 
Synthese von Oligonukleotiden wird ale "Phosphoramidit-Methodik" 
bezeichnet. Siehe beispielsweise US-Patent Nr. 4,415,732, 



McBride, L. und Carthers, M. Tetrahedron Letters, 24:245-248 

(1983) ; und Sinha, N. et al. Nuc. Acids Res. 12:4539-4557 

(1984) , die alle durch Bezugnahme hierin mit aufgenommen sind. 
Im Handel erhiltliche Oligonukleotid-SynthesegerSte bzw. 

5 Synthetisierer, die auf der Phosphoramidit-Methodik basieren, 
schliefien beispielsweise das Beckroan Instruments OLIGO 1000, die 
Millipore 8750™ und die ABI 38QB™, 392™ und 394™ DNA- 
Syntheseger&te ein. Ungeachtet der Vorschrift Oder des GerStes, 
werden eynthetiache Oligonukleotide am typischsten auf einem 
10 TrSgermaterial "gezfichtet" , das typischerweise als "fester 
Tracer" bezeichnet wird. Feste Tr&ger sind vi elf SI tig und gut 
bekannt; spezielle Angaben. hinsichtlich fester Tr&ger werden 
nachstehend ausfOhrlich dargelegt. 

15 Die Bedeutung cheraisch-synthetisierter Oligonukleotide ist 
haupts&chlich auf die breite Vielzahl von Anwendungen zuruck- 
zufuhren, auf die Oligonukleotide gerichtet sein kSnnen. 
Beispielsweise k&nnen Oligonukleotide in biologiechen Studien 
verwendet werden, die Gen- Technologies DNA-Rekombinations- 

20 techniken, Antisense-DNA, Nachweie genomischer DNA, Sondieren 
von DNA und RNA aus verschiedenen Systemen, Nachweis bzw, 
Feststellung von Protein-DNA-Kbmplexen, Nachweis einer orts- 
spezifischen bzw. ortsgerichteten Mutagenese, Primer fair 
die DNA und RNA-Synthese, Primer f<3ar Amplif ikat ions techniken, 

25 wie beispielsweise der Polymerase- Kettenreakt ion, Ligase- 

Kettenreaktion, etc., Matrizen, Linker und molekulare Wechsel- 
wirkungs-Studien, einschliessen. Die jxlngste Aufmerksamkeit im 
Bereich der Oligonukleotid-Synthese konzentrierte sich auf 
Verfahren, die im allgeme inert als Sequenzieren durch 

30 Hybridisatierung (Sequencing by Hybridization « SBH) bezeichnet 
werden, wie sie zuerst von Edwin Southern (siehe Europ&ische 
Patentanmeldung Nr, WO 89/10977 "Analyzing Polynucleotide 
Sequences") offenbart wurde. 

35 Die sich haupts&chlich wiederholenden Strukturen von DNA- und 
RNA-MolekOlen k&nnen als die folgenden Nukleoside veranschau- 
licht werden: 
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RNA 
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- Adenin, Uracil 
Guanin, Cytosin 
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B =* Adenin, Thymin 
Guanin , Cy t osin 



Der Hauptschritt in der Nukleins&ure-Synthese ist die spezielle 
und sequentielle Bildung von Internukleotid-Phosphat-Bindungen 

15 zwischen einer 5 f -0H-Gruppe eines Nukleotids und einer 3 ' -OH- 
Gruppe eines anderen Nukleotids* Demgemafi wurde bei der typi- 
schen Synthese von Oligonukleotiden die Phosphit-Gruppe eines 
"ankommenden" Nukleotids mit der 5 f -OH-Gruppe eines anderen 
Nukleotids verbunden (d.h. die S'-OH-Gruppe ist "phosphoryliert" 

20 oder "phosphityliert") . Diese Gruppen raQssen in der Lage sein, 
bei der Synthese der Oligonukleotide aktiv teilzunehmen. Somit 
werden die 5 1 -OH-Gruppen modif iziert (typischerweise mit einer 
Dimethoxytrityl ("DOTT") -Gruppe) , bo dafi ein Untersuchender zwei 
derartige Nukleotide in eine Reaktionskammer einfuhren kann und 

25 die Bedingungen darin so einstellen kann, daS die beiden 
Nukleotide in geeigneter Weise verbunden werden; durch eine 
Reihe auf einanderf olgender derartiger Hinzufiigungen kann ein 
wachsendes Oligonukleotid mit einer definierten Sequenz genau 
erzeugt werden, 

30 

Proteine und Peptide sind notwendige Bestandteile aller leben- 
den Zellen. Sie sind die Strukturelemente von Zellw&nden und 
Zellmembranen, Enzymen, Immunglobulinen, Antikdrpern, Transport - 
Molek&len und der meisten Hormone. Die Bausteine von Proteinen 
35 und Peptiden sind die zwanzig naturlichen Aminos&uren . Jede 
Aminos&ure wird durch die sequentielle bzw. auf einanderfolgende 
Gruppierung dreier Nukleotide "kodiert", die als ein "Codon" 
bezeichnet werden. Weil vier verschiedene Nukleotide exist ieren 



und drei Nucleotide erforderlich sind, um eine AminosSLure zu 
kodieren, existieren 64 mSgliche Codons (4 3 ) . Somit kftnnen 
mehrere Codone dieselbe Aminos&ure kodieren; beispielsweise 
kodieren die Codone GCG, GCA 7 GCT und GCC alle die Aminos&ure 
5 Alanin. 

Bine Reihe von Aminos&uren, die fiber Amid-Bindungen korrekt ge- 
bunden sind, bilden Protein-Ketten, und die Ami ns Jure -Sequenz 
einer derartigen Protein-Kette ( ,, PrimArstruktur ,, ) bestimmt die 
10 aehr kotnplexen Sekundtr- und Terti&r-Strukturen, die fur die 
biologischen Funktionen der Proteine verantwortlich sind. 

Jede Aminos&ure waist ein Amino- und ein Carboxyl-Ende auf f 
derartig, dafi Proteine und Peptide ein Amino- ( n N- n ) und ein 
15 Carboxyl- ("C-") terminales Bnde aufweisen* Die allgemeine 
Formel einer Aminos&ure kann wie folgt dargestellt werden: 



20 ^ 

H 2 N - C - COOH 
I 

R 

25 

wobei R eine von zumindest 20 unterschiedlichen Seitenketten 
ist (beispielsweise ist die Seitenkette fflx Alan in eine 
CH 3 -Gruppe). Die "NI^-Gruppe ist die Amino -Gruppe und 
die "COOH" -Gruppe ist die Carboxyl -Gruppe. 

30 

Wie bei Nukl einsauren kdnnen synthetische lineare oder ver- 
zweigte Aminos&ure -Kett en chemisch syntbetisiert werden. Bin 
besonders gut bekanntes Verfabren zur Syn these von linearen 
Aminos&ure -Kett en, das als f 'Festphasen-Peptid-Synthese ,, be- 
35 zeichnet wird, wurde 1963 durch Merrifield eingeffihrt, Siehe 
im allgemeinen Barany, G. und Merrifield, R.B . (1980) in "The 
Peptides", 2:1-284. Gross, B, und Meienhofer, J., Eds* Academic 
Press, New York. Automatisierte Peptid-Synthese-Gerate, die 



die Festphasen-Peptid-Synthese-Vorschriften anwenden, schlieSen 
beispielsweise das ABI 430™ und 431™, das Millipore 9050 
Plus PepSynthesizer™ und das Milligen 9500™ und 9600™ 
ein. Typischerweise 1st das C-terminale Ende der ersten Amino- 
5 saure an einen festen Tr&ger gebunden, der eine reaktive Gruppe 
<d.h. die Anbindungsstelle) umfaSt, wohingegen das N-terminale 
Ende der ersten Aminos&ure tnit einer labilen Schutzgruppe (d.h. 
eine Gruppe, die leicht entfernt werden kann) geschutzt ist. Die 
funktionellen Gruppen der Seitenkette auf den Aminos&uren raQssen 
10 mit den "terapor&ren 11 Schut zgruppen gesch&tzt werden. Unter 
geeigneten Bedingungen wird eine in &hnlicher Weise geschOtzte 
AminosSure der unl6slich gemachtein ersten Aminos&ure zugesetzt, 
von der die labile Schutzgruppe entfernt wurde. Durch eine Reihe 
aufeinanderfolgender Zugaben kann eine AminosSure-Kette synthes- 
is tisiert werden, wobei der Endschritt typischerweise die Abspal- 
tung der Kette von dem festen Trager und die Entfernung der 
tempor&ren Schut zgruppen von jeder Aminosfture -Seitenkette ist. 
Dies ftlhrt zu einem biologisch-aktiven Protein oder Peptid. 

20 Oligosaccharide sind die Bausteine fxir Glykopeptide und Glyko- 
lipide; Glykopeptide und Glykolipide k&nnen bedeutende Media- 
toren biologischer Aktivit&t sein, indem sie mit Zellmembran- 
Oberf lichen in Wechselbeziehung stehen, Soinit kdnnen synthe- 
tische Oligosaccharide unter anderem verwendet werden, urn spe- 

25 zif ische Zellmerabran-Oberf l&chen zu tref fen, oder die natirliche 
Bindung von Glykopeptiden und Glykolipiden an eine Zellmembran- 
Oberfl&che zu st6ren. Synthetische Oligosaccharide haben kurz- 
lich f\ir ihr VermSgen, einen speziellen Arzneistoff auf einem 
speziellen Gewebe zu treffen, BerOhmtheit erlangt. Es wurde von 

30 der Festphasen-Synthese von Oligosacchariden berichtet unter 
Verwendung von Poly- (Ethyl englykol) -Monomethyl -Ether als dem 
festen Tr&ger. Siehe Douglas, S.P. et al. J. Am. Chem. Soc. 
113: 5095-5097 (1991). Siehe weiterhin Rudemacher, T.W. et al . 
"Glycobiology", Ann. Rev. Biochem. 57: 785-838 (1988). 

35 

Die festen Tr&ger, die unter anderem fur NukleinsSure-, Protein/ 
Peptid- und Oligosaccharid-Synthese verwendet werden, sind viel- 
f&ltig. Im Hinblick auf die Nukleins&ure-Synthese, ist ein weit- 



hin verwendetes festes Tr&germaterial Glas mit spezieller Po- 
rengrdSe (controlled pore glass » CPG) . Siehe beispielsweise 
US-Patent Nr. 4,458,066. Weitere Materialien schliefien Nylon, 
Polystyrol, beschrieben in WO 91/13098, Polyacrylamid und Zellu- 
5 Iobc ein. Tef lon™-Fasertr&ger wurden als ein Substrat fur die 
Oligonukleotid-Synthese beschrieben. Siehe Lohrmann, R.A. und 
Ruth, J. (1984) DNA 3:122, PCT-Ver6f f entlichung WO 85/01051 
(verSffentlicht am 14. M&rz 1985) und Molecular Biosystems, Inc. 
Oxidizable Solid Supports (Kat.Nr. OSS-01 und OSS-02) . Im Hin- 

10 blick auf die Protein/Peptid-Synthese k&nnen derartige Materia- 
lien beispielsweise vernetztes Polystyrol, Zellulose und Poly- 
amid-Harze einschlieSen, US-Patent Nr. 4,923,901 beschreibt mo- 
difizierte Membranen, an die Oligonukleotide und Peptide gebun- 
den sind. Wie erw&hnt wurde Poly- (Ethylenglykol) -Momoraethylether 

15 als ein fester TrSger fir die Oligosaccharid-Syntheee verwendet. 

Es existiert ein fortw&hrender Bedarf nach festen Tragern, die 
bei der Synthese dieser Materialarten brauchbar sind. Dies, 
veil die bis jetzt verwendeten Materialien rait ihnen verbundene 

20Nachteile aufweisen. Beispielsweise erfordern bestitnmte TrSger 
die Verve ndung von " Spacer -Armon" Oder Linkern, urn die 
AminosSuren Oder Proteine/Peptide tatsSchlich an den festen 
TrSger zu binden; wenn derartige Linker verwendet werden, ist es 
typischerweise oftmals notwendig, Stellen auf der Menibran zu 

25 blockieren, an denen sich die Linker nicht befinden, in der 
Bemfihung, eine unspezif ische Bindung der Biomonomere und 
Biopolymere an die "Nicht -Linker" -Orte auf dem TrSger zu 
vermindern oder zu verhindern. Siehe beispielsweise Zhung, Y. et 
al. "Single-base mutation analysis of cancer and genetic disea- 

30 ses using menbrane bound modified oligonucleotides", Nuc. Acids 
Res. 19(14) :3927-3933 (1991) (Nylon). Verf ahren der 
Oligonukleotid-Synthese, bei denen ein Linker zwischen dem 
TrSger und der wachsenden Oligonukleotid-Kette verwendet wird, 
wurden ebenfalls in der EP-A-305 929 und WO 90/15 883 beschrie- 

35 ben. 

Weitere Materialien erfordern die Anwendung einer Oberf lAchen- 
Modif ikation, um auf der Oberfl&che des festen Tragers ein 
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geeignetes Material auf zupfropfen bzw, zu transplantieren, 
das wiederum die Biomonomere und Biopolymere binden kann. Siehe 
beispielsweise US-Patent Nr. 4,923,901 (Polypropylen) „ Noch 
weitere Materialien erfordern beispielsweise eine chemische 
5 Modif ikation des Tr&gers, um die notwendigen Verbindungen zwi- 
schen dem Tr&ger und den Biomonomeren und Biopolyraeren zu lie- 
fern. Siehe beispielsweise US-Patent Nr. 4,458,066 (anorgani- 
sche Polymere) . Wie klar ist, liefern diese zus&tzlichen 
Schritte ein Potential f<lr Irrtiimer und k6nnen sich deswegen 
10 negativ auf positive analytische Ergebnisse auswirken, ebenso 
wie sie die Kosten des Tr&gers signifikant erh&hen kSnnen. 

Was gebraucht wird und was deshalb zum Stand der Technik bei- 
steuem wurde, sind Materialien, die fiir die Synthese von Oligo- 

15 nukleotiden und Proteinen/Peptiden verwendet werden k6nnen, die 
nicht derartige zus&tzliche Vorschriften erfordern, derartig, 
daS das Material dazu in der I*age ist, schnell, effizient und 
Skonoraisch hergestellt zu werden. Mit einem geeigneten festen 
Triger-Verfahren kfinnten Oligonukleotide darauf synthetisiert 

20 werden und das sich ergebende Erzeugnis fxir die Analyse von 
Patientenproben-DNA zur Bestimmung des Vorhandenseins oder des 
Fehlens spezieller genetischer Mutationen verwendet werden. 

25 Zusammenf assure der Brfinduna 

Die vorliegende Erfindung, wie in den Anspruchen definiert, 
genugt diesem Bedarf indent Tr&ger-Materialien bereitgestellt 
werden, die bei der Synthese von Biopolymeren brauchbar sind, 

30wobei der Trager Polypropylen ist, das mit einer extemen 
chemischen Spezies modifiziert ist, wobei die Modifikation 
mittels der Anwendung von Energie in den Mikrowellen- oder 
Radiof requenz-Banden auf das organische Polymer in der Gegen- 
wart der externen chemischen Spezies erreicht wird. Bei be- 

35 sonders bevorzugten Ausfuhrungsf ortnen werden zu Bereichen 
interessierender Gene komplementSre Oligonukleotide auf den 
Polymeren synthetisiert und diese werden wiederum filr die 



Analyse von Pat lent enproben auf das Vorhandensein oder Pehlen 
spezieller genetischer Mutation (en) angewendet.. 

Vorzugsweise echlieSen Biopolymere ein, sind jedoch nicht be- 
5 schr&nkt auf, Nukleins&uren, Proteine, Peptide , Hormone, 
Oligosaccharide/ Lipide oder deren synthetische Analoge bzw. 
Entsprechungen, wie beispielsweise invertierte Nukleotide 
(OrtigSo, J. et al. Antisense Res. Dev. 2:129 (1992)), Peptid- 
Nukleins&uren (Egholm M. et al. J. Am. Chem. Soc. 114:1895 

10 (1992)) und Meta-DNA (Hashimoto, H. & Switzer, C. J. Am. chem. 
Soc. 114:6255 (1992)), und Kombinationen des vorstehenden. Die 
Biopolymer-Synthese wird vorzugsweise durch organische, 
anorganische oder biochemische Mittel und deren Kombinationen 
erreicht. Am meisten bevorzugt werden Oligonucleotide auf den 

15 Polymeren synthetisiert und, wie erw&hnt, werden diese zur 
Analyse bzw. zur Untersuchung von Patient enproben, die DNA 
umf assen , verwende t • 

Bei einer beaonders bevorzugten Ausfilhrungsform der Erf indung 

20 ist das organische Polymer Polypropylen, die externe chemische 
Spezies Stickstoff und Wasserstoff (in der Form von Ammoniak- 
gas) , das Nukleophil ist ein Amin und der erhfihte Energie-Zu- 
stand wird uber Radiofrequenz-Plasma-Entladung erreicht. Somit 
ist ein beaonders bevorzugtes aktiviertes organisches Oberf 1&- 

25 chen-Polymer ein Polypropylenmaterial, das iiber Radiofrequenz- 
Plasma-Entladung animiert wurde. Derartige Materialien werden 
vorzugsweise ffcr die D am Ort n - oder n in-eitu w -Bindung von 
Nukleotiden und/oder Aminos&uren daran verwendet, ohne dem Be- 
darf nach Spacer-Armen oder Linkern, und sind somit besonders 

30 gut fur die Synthese von Oligonukleotiden und/oder Peptiden 
geeignet. Die Amino-Gruppen auf den aktivierten organischen 
Polymeren sind mit Nukleotiden reaktiv bzw. reaktionsf^hig, 
derartig, dafi die Nukleotide und/ oder Aminos&uren, die darin 
eingefiihrt werden r kovalent an die Oberfl&che des Polymers 

35 gebunden werden. 

Derartige OberflAchen aktivierte organische Polymere finden 
insbesondere in den Bereichen von beispielsweise Oligonukleo- 
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tid-, Peptid-, Oligosaccharide und Lipid- Syn these Anwendung. 
Im Hinblick auf heispielsweise Oligonukieotide, die auf der- 
artigen Polymerer* synthetisiert werden, finden diese Materialien 
besondere Brauchbarkeit in den Feldern von heispielsweise 
5 Sequenzieren durch Hybridisierung {"SBH" ) und der genetischen 
Analyse fur Zwecke der medizinischen und diagnostischen Aus- 
wertung. Weil Polypropylen "chemisch inert" ist f werden Pro- 
blems, die mit einer unspezif ischen Bindung verbunden sind, 
im wesentlichen vermieden, so dafi die Nachweisempf indlichkeit 
10 signifikant verbeasert wird. 

Kurze Beschreibuna der Zei chnunqen 

15 Pig. 1 ist das Brgebnis einer Hochdruckf lussigkeits- 

Chromatographischen Analyse eines abgespaltenen Oligonukleotids 
mit 17 monomeren Einheiten (mit einer 5 1 -DMT-Schutzgruppe) , die 
vorher direkt auf aminiertem Polypropylen synthetisiert wurde; 

20 Fig* 2 ist das Ergebnis einer Kapillar-Gel-Elektrophorese- 
Analyse des Oligonukleotids mit 17 monomeren Einheiten von Fig. 
1, wobei die DMT-Gruppe vor der Analyse entfernt wurde; 

Fig. 3 ist die Zusaramenstellung von Dehybridisierungs-Ana- 

25 lysen dreier Oligonukleotid-Sonden von einem definierten Ziel- 
Oligonukleotid, wobei das Ziel-Oligonukleotid direkt auf ami- 
niertem Polyproplen synthetisiert wurde, wobei jede der Sonden 
verschiedene Sequenzen aufweist, die zum dem Ziel kontplementSr 
oder nicht-koxnplement&r sind; 

30 

Fig. 4 ist die Zusatttmenstellung von Dehybridisierungs-Ana- 

lysen von Amplicons aus CTFR Exon 10, Normal und CTFR Exon 10, 
AF508 gegen ein Ziel-Oligonukleotid, das zu CTFR Exon 10, 
Normal, koraplement&r ist, wobei das Ziel-Oligonukleotid direkt 
35 auf aminierten Polypropylen synthetisiert wurde; und 

Fig, 5 ist eine Laser-Drucker-Reproduktion einer Hybridi- 

sierung zwischen einer Fluoreszenz-markierten Sonde und einem 



• ♦ 



• • • ■ 

• * « I 



11 



Ziel, das direkt auf aminiertem Polypropylen synthetisiert 
wurde, mit Nachweis der Markierung uber eine CCD-Kamera. 

5 Ausfflhrliche Beschreibung be vorzuater Ausfflhrunasformen 

Die Festphasen- Synthese von Biopolymeren (beispielsweise Oligo- 
nukleotiden, Peptiden, Oligosaccharide^ Lipiden, etc-) erfor- 
dert, per Definition, ein festes Tr&germaterial , von dem das 

10 Ausgangs-Startmaterial befestigt wird und von dem die Synthese 
dea Biopolymers gestartet wird- Wie erw&hnt wurde, "ist das 
einzigartige Merkmal der Festphasensynthese der feste TrSger 
selbst, und eine zuWlnftige Verbesserung der Synthese wird 
wahrscheinlich vom Finden besserer TrSger abhSngen." Wallace, 

15 R.B, und Itakura, K. "Solid phase synthesis and biological 
applications of polydeoxyribonucleotides" Kap. 13, Solid Phase 
Biochemistry Scouten, W.H., Hrsg. John Wiley & Sons (1983). Wie 
dem Fachmann klar ist, hat sich diese Behauptung als richtig 
herausgestellt. Weil sich die an der Synthese von Biopolymeren 

2 0beteiligte Chemie verbessert hat, well der Bedarf nach 
derartigen Biopolymeren, insbesondere Oligonukleotiden und 
Peptiden, zugenommen hat, und weil der Anwendungsbereich 
derartiger Biopolymere sich erweitert hat, hat der Bedarf nach 
"besseren Tragern" tats&chlich zugenommen. 

25 

Im Kem Bind die Vorteile, die mit fruheren Festen-Trager-Stra- 
tegien verbunden sind, typischerweise ebenfall's direkt auf die 
Art en und Anzahlen von Problemen bezogen, die durch deren 
Anwendung auftraten. Dies, weil zu dem Grad, zu dem derartige 

30 Materi alien zu chemischen Interaktionen zwischen dem 

Tr&germaterial selbst und dem Biopolymer f6rderlich sind, die 
Materialen im selben Grad in einer unspezif ischen Art und Weise 
mit anderen Materialien interagieren kdnnen. Beispielsweise 
finden Filter auf Nylon-Basis weitverbreltete Anwendung im 

35 Gebiet der DMA-Analyse, wobei Oligonukleotide direkt mit dem 
Nylon vemetzt werden. Jedoch ist Nylon mit anderen Materialien 
sehr reaktiv, derartig, daS typischerweise notwendig, wenn nicht 
essentiell ist, jede Stelle auf dem Nylon chemisch zu 
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blockieren, an die der Untersuchende bzw. Porscher nicht 
wiinscht, derartige "unspezif ische" Materialien gebunden zu 
haben. Wie in dem vorstehend erw&hnten Zhung-Artikel angemerkt, 
war ea bei einer Bemilhung, zu versuchen, die unspezif ische 
5 Bindung von Proben-DNA an den Ort auf den Nylon-Membranen zu 
verhindern, an dem Amino- Linker gebundene Oligonukleotid-Sonden 
sich nicht befanden, notwendig, diese hochreaktiven Stellen zur 
Vermeidung einer unspezif ischen Bindung daran zu blockieren. 
Diese Vorschrift wurde in einem Bemflhen ilberprxlft, ein fruheres 

10 Verf ahren unter Verwendung von Poly-T-Enden als einem Linker 
zwischen einem festen Tr&ger und Oligonukleotiden zu verbessern. 
Siehe Saiki, R.K., et al (1989) FNAS USA 86:6230-6234. Es sei 
erw&hnt, daS bei diesen Verfahren die Oligonukleotide als "off- 
line" -synthetisiert und anschlie&end ilber einen Amino-Linker 

15 oder ein Poly-T-Ende an den Tr&ger gebunden beschrieben sind. 

Im Fall einer "on-line" - (in-situ) -Synthese, sind die Arten von 
chemischen Manipulationen, die erforderlich sind, um in Ver- 
bindung mit verfttgbaren festen Tragern verwendet zu werden, 

20 umwerfend. Beispielsweise erzeugt im Fall anorganischer fester 
TrSger, beispielsweise CPG, Quarzglas, Glas, etc. die chemi- 
sche Struktur dieser Materialien eine "Starrigkeit" , von der 
angenommen wird, da£ sie die Biopolymer- Synthese einzw&ngt. 
Somit ist es typischerweise insbesondere im Fall von CPG not- 

25 wendig, chemische Linker in Verbindung damit zu verwenden. 

Im Kern sollen diese Linker, ohne Riicksicht auf deren chemische 
Zusammensetzung oder L&nge, einen Grad an "Freiheit" bei der 
Synthese ergeben, indem sie einen chemisch "biegsamen" Anteil 
bereitstellen, der an dem Tr&ger am einen Bnde befestigt wird, 

30 und der dazu in der Lage ist, das wachsende Biopolymer zu 
binden. Ohne den Linker kann man theoretisch Biopolymere 
synthetisieren, jedoch werden Gesamtertr&ge, die Schnelligkeit 
bzw. Geschwindigkeit der Synthese etc. auf a Spiel gesetzt. Als 
weiteres Beispiel der Synthese von anorganischen Materialien, 

35 die Linker verwenden, offenbart die Europ&ische Patentanmeldung 
Nr. WO 89/10977 die Verwendung von Glasplatten, die daran 
gebunden aliphatische Linker zur Verwendung in der in-situ- 
Synthese von Oligonukleotiden daran aufweisen. 
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Wie dem Fachmann klar sein wird, sirxd Linker sehr unberechen- 
bar. Wiederum f estgestellt, 1st es nicht notwendigerweiee klar r 
welche Art von Linker oder dessen L&nge, fur irgendein gegebe- 
5 nes Tr&germaterial optimal sein wird. Somit ist es typischer- 
weise notwendig, die Bedingungen, Zusaramensetzung und LSnge 
irgendeines gegebenen Linkers rait irgendeinem speziellen festen 
Tr&ger zu optimieren, der einen Linker ben6tigt. 

10 Weitere Tr&ger werden tatsSchlich nicht als Triger zum Zweck 
der Biopolymer-Synthese verwendet, Eher werden diese Materia- 
lien wegen deren Verradgen verwendet, chemisch mit anderen Mate- 
rial ien zu reagieren r die wiederum einer derartigen Synthese 
fdrderlich sind. Beispieleweise beschreiben Khrapko, K.R., et 

15 al. "Method for DNA- sequencing by hybridization with 

oligonucleotid mixture " , DNA-Sequence - J. DNA Sequencing and 
Mapping 1: 375-388 (1991) , die Verwendung eines anorganischen 
Materials (Glas) das ein Polyacrylamid-Gel daran fiberschichtet 
aufweist, derartig, daS vorher synthetisierte Oligonukleotide 

20 kovalent an die Polyacrylamid-Gel -Schicht gebunden werden 

k6nnen, doch nicht an das anorganische Material. Somit dient das 
Glas klarerweise hauptsSchlich als ein Form-Triger ffcr den 
tats&chlichen Synthese-Tr&ger . In &hnlicher Weise sind in dem 
US-Patent Nr. 4,923,901 chemisch inerte Polymere, wie beispiels- 

25 weise Polypropylen und Polyethylen als zur NukleinsSure- und 
Peptid-Synthese brauchbar beschrieben, wenn Polymermonomere mit 
geeigneten funktionellen Gruppen auf dessen Oberflache 
transplant iert werden. 

30 Im Kern durchl&uft der gegenwftrtige Stand der Technik die Skala 
von hochreaktiven Materialien (wie beispielsweise Nylon) bis 
Materialien, die im Kern als reine Tr&ger fiir Linker (d*h. 
Glas-Platten) dienen. 

35 Hinsichtlich eines Gesamtziels einer Biopolymer-Synthese wurde 
eine signifikante Menge an Energie und Resourcen bei der Ent- 
wicklung ef f izienterer Linker oder Mechanismen zur Bindung 
eines Materials an ein anderes aufgewandt. Siehe beispiels- 
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weise Maskbs, U. & Southern, E.M. "Oligonucleotide hybridi- 
zations on glass supports: a novel linker for oligonucleotide 
synthesis and hybridization properties of oligonucleotides 
synthesized in situ". Nuc. Acids Res. 20(7): 1079-1684 (1992). 

5 

Wir haben die Korrektheit von Wallace und Itakura's Konzentra- 
tion auf "bessere Tr&ger" erkannt, und wir haben einen insge- 
samt unterschiedlichen Ansatz begonnen und haben una ere Auf- 
merksamkeit auf das Tr&germaterial in toto konzentriert . Indern 

10 wir dies tun, erkannen wir, daS ein wahrhaft flberlegener fester 
Tr&ger zur Verwendung bei der Biopolymer- und biochetnischen 
Synthese am bevorzugsten ein Material ist, dem: die chemische 
strukturelle Starrheit anorganischer Materialien fehlt, so daS 
Linker verwendet werden kdnnen, jedoch nicht erforderlich sind, 

15 urn in Verbindung mit dem Trager verwendet zu werden; das einer 
Oberf l&chen-Aktivierung zuganglich ist, derartig, daS nach 
Aktivierung die Oberfl&che des TrSgers dazu in der Lage ist, 
daran kovalent Biopolymere zu binden und, in Verbindung mit dem 
ersten Kriterium, der in-situ-Synthese derartiger Biopolymere 

20 zuganglich ist; das chemisch inert ist, derartig, dafi am Ende 
der Biopolymer-Synthese Bereiche auf dem Tr&ger, die nicht von 
den Biopolymeren besetzt sind, einer unspezif ischen Bindung 
nicht zuganglich sind, oder wenn eine derartige unspezifische 
Bindung auftritt, diese Materialien leicht von der OberflSche 

25 ohne Entfernung des Biopolyraers entfernt werden k&nnen; und, das 
einer leichten Handhabung und Manipulation zuganglich ist, 
derartig, daS das Material in einer Vielzahl unterachiedlicher 
zusammenhinge verwendet werden kann. 

30 Wie hierin verwendet, soil der Begriff "Oberf lichen aktiviert" , 
wenn er in Verbindung mit Polymer verwendet wird, das Verfahren 
des Modif izierenB eines Polymers bedeuten, derartig, dafi exteme 
chemische Spezies auf der Oberfliche des Polymers adsorbiert 
werden, wodurch die chemische Spezies dazu in der Lage ist, 

35 Biopolymere und Biomonomere chemisch an die Oberfliche des Poly- 
mers zu binden. Vorzugsweise erfolgt die chemische Bindung uber 
ein Nukleophil und am meisten bevorzugt ist das Nukleophil auf 
der Oberfliche des modif izierten Polymers. 
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Wie hierin verwendet, boII der Begriff "Medium" , wenn er in 
Verbindung rnit dem Begriff "Polymer" verwendet wird, die physi- 
kalische bzw. k6rperliche Strukturforra des Polymers bedeuten; 
5 somit kann "Medium" im allgemeinen als Polymer- Filme bzw, - 
Polien definiert werden (d.h. Polymere, die eine im wesentlichen 
nicht-porfise Oberfl&che aufweisen) ; Polymer-Membranen (d.h. 
Polymere, die eine porftse Oberfl&che aufweisen) ; Polymer-Fila- 
tnente (beispielsweise Netz und Gewebe) ; Polymer- Per len, Polymer- 
10 Sch&ume, Polymer- Frit ten und Polymer-F&den. Am meisten bevorzugt 
ist das Polymer-Medium ein Faden oder eine Membran oder eine 
Folie. 

Wie hierin verwendet soil der Ausdruck "Vorrichtungs -Medium" , 
15 wenn er in Verbindung mit dem Begriff "Polymer" verwendet wird, 
irgendeine Vorrichtung bedeuten, an der ein Polymer-Medium 
befestigt werden kann, wie beispielsweise Mikrotiterplatten, 
Testrflhren, anorganische Blatter, MefistAbe, etc. Beispielsweise 
k6nnen, wenn das Polymer-Medium ein Polypropylen- Faden ist, ein 
20 oder mehrere Polypropylen-F&den an einer mefistabartigen Kunst- 
stcff- Vorrichtung befestigt werden, oder Polypropylen-Membranen 
kSnnen an Glas-Objekttr&gern befestigt werden. Die spezielle 
Vorrichtung ist an fiir sich unwichtig alles was notwendig 
ist, ist, daS das Polymer-Medium daran befestigt werden kann, 
25 ohne das funktionelle Verhalten des Polymers oder irgendeines 
daran adsorbierten Biopolymers zu beeintr&chtigen, und daS der 
Vorrichtungs -Zweck innerhalb jedes Materials, in das die 
Vorrichtung eingefiihrt wird (beispielsweise klinische Proben) 
stabil ist. 

30 

Wie hierin verwendet, soil der Begriff "adsorbiert" die ihr 
ublicherweise zugeschriebene Bedeutung in den chemischen und 
biochemischen Fachgebieten aufweisen. Wiederum festgestellt, 
wird ein erstes Material, das auf der Oberfl&che eines ande- 
35 ren Materials adsorbiert wird, tatsSchlich ein Teil des Mate- 
rials, so daS das erste Material nicht dazu geeignet ist, leicht 
von der Oberfl&che des anderen Materials entfernt zu werden. 
Beispielsweise umfaSt ein Oberf l&chen-aktiviertes Polymer 
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Nukleophile an dessen Oberflache; unter geeigneten Bedingungen 
werden Biomonomere, die beispielsweise mit den Nukleophilen 
reagieren, an die Oberf l&che des Biopolymers fiber derartige 
Nukleophile kovalent gebunden und deswegen adsorbiert. 

5 

Wie hierin verwendet soli der Begriff "Oberf 15che rt eine Tiefe 
von nicht mehr als ungef &hr 5000 Angstrdm (A) , vorzugsweise 
zwischen ungefahr 10 und ungefahr 1000 A bedeuten. 

10 Ein Plasma-Verfahren kann zur Bildung von nukleophilen Spezies 
verwendet werden, die auf der OberflSche von Polypropylen ad- 
sorbiert werden und derartige nukleophilen Spezies schlieSen 
beispielsweise Amin, Hydroxyl, Thiol, Carboxylat und Substi- 
tuenten ein, die zumindest eines des vorhergehenden umfassen. 

15 Wenn eine externe chernische Spezies einem Plasma ausgesetzt 
wird, ergeben sich ionisierte und Radikalformen der externen 
chemischen Spezies. Wie dem Fachmann klar 1st, interagieren 
derartige ionisierte und Radikalformen unter geeigneten 
Bedingungen "chemisch" mit dem Polymer, wohingegen die 

20 nichtionisierte und nicht -radikalisierte Form (Formen) davon 
keine Neigung dazu haben, chernische Bindungen mit dem Polymer zu 
bilden, 

Wie hierin verwendet soil der Begriff ,, Biopolymer ,, sich wieder- 
25 holende Einheiten biologischer Oder chemischer Kon^onenten be- 
deuten. Representative Biopolymere schlieSen ein, sind jedoch 
nicht beschrankt auf, Nukleinsauren, Oligonukleotide, Amino- 
sauren, Proteihe, Peptide, Hormone, Oligosaccharide, Lipide, 
Glykolipide, Lipopoly saccharide, Phosphol ipide , synthetische 
30 Analoge bzw* Entsprechungen des vorhergehenden, einechieSlich, 
jedoch nicht beschrankt auf, invert ierte Nukleotide, Peptid- 
Nukleinsauren, Meta-DNA und Kombinationen des vorstehenden. 
"Biopolymer-Synthese" soli die synthetische Erzeugung, sowohl 
organisch als auch anorganisch, eines Biopolymers umfassen. 
35 Einem Biopolymer verwandt ist ein "Biomonomer" , das eine einzel- 
ne Einheit eines Biopolymers bedeuten soli, oder eine einzelne 
Einheit, die nicht Teil eines Biopolymers ist. Somit ist bei- 
spielsweise ein Nukleotid ein Biomonomer innerhalb eines Oligo- 
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nukleotid-Biopolymers, und eine Aminos&ure ist ein Biomonomer 
innerhalb eines Protein- oder Peptid-Biopolymers; Avidin, 
Biotin, Antikdrper, Ant ik&rper- Fragment e bzw. Bruchstucke, etc., 
sind beispielsweise ebenfalls Biomonoraere . Zus&tzlich soli 
5 der Begriff "Start-Biomonomer" und "Starter -Biomonomer n das 
erate Biomonomer bedeuten, das uber reaktive Nukleophile an die 
Oberfl&che des Polymers kovalent gebunden ist, oder das erste 
Biomonomer, das an einen Linker oder Spacer-Arm zum Polymer 
gebunden ist, wobei der Linker oder Spacer-Arm fltber reaktive 
10 Nukleophile am Polymer befestigt ist* 

Wie hierin verwendet, weist "Analog" bzw. "Entsprechung" oder 
ein "synthetisches Analog" bzw, "synthetische Entsprechung 11 , 
wenn in Verbindung mit einem Biomonomer oder einem Biopolymer 

15 verwendet, auf natxirliche oder nicht -natttrliche Varianten des 
speziellen Biomonomers oder Biopolymers hin. Beispielsweise 
schlieSt ein "Antikorper-Analog" chimare Antikdrper, monoklonale 
Antikdrper und Antikdrper-Bruchstiicke ein; ein "Aminos&ure- 
Analog" schlieSt Beta-Alanin ein, ein Nukleot id- Analog schlieSt 

20 Inosin und Didesoxynukleotide ein. Das Vorhergehende soil nicht 
erschfipf end, doch ziemlich represent at iv sein. 

Wie hierin verwendet, bedeutet die Redewendung "Umkehrpunkt- 
Autoradiogramm 1 ' eine Vorschrift, durch die Biopolymere an 

25 einen festen Tr&ger gebunden werden, und das Vorhandensein 
(oder das Fehlen) von Bestandteilen in einem Probenmaterial 
wird uber die Anwendung und nachfolgende Interaktion oder 
Nicht -Interakt ion der Probe an die Biopolymere nachgewiesen. 
Wie hierin verwendet, soli die Redewendung n Punkt-Autoradio- 

30 gramrn 11 eine Vorschrift anzeigen, durch die Bestandteile in 
oder von einem Probenmaterial an einen festen Tr&ger gebunden 
werden, und Biopolymer oder Biomonomer- Sonden werden darauf auf* 
gebracht . 

3 5 Wie hierin verwendet sollen die Begriff e "Maske" oder "Maskie- 
ren" einen Artikel oder ein Verfahren zur selektiven Blockie- 
rung einer biologischen, chemischen oder physikalischen Reak- 
tion von ihrer Entstehung anzeigen. Zur Veranschaulichung 
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k&nnte eine Maske einen Screening-Mechanismus einschliefien, der 
oben auf einem organischen Polymer vor Oberf lachen-Aktivierung 
angeordnet wird, derartig, dafi diese Regionen bzw. Bereiche 
des Polymers, die durch den Screening-Mechanismus maskiert qder 
5 abgedeckt werden, im wesentlichen nicht Oberf ISchen-aktiviert 
sind, nachdem. das Polymer Oberfl&chen-Aktivierungs-Techniken 
unterworfen wurde, wodurch nur diejenigen Bereiche, die nicht 
maskiert wurden, im wesentlichen an beispielsweise einer Bio- 
polymer-Synthese teilhaben k&nnen. Die Begriffe "Maske" oder 

10 "Maskieren" sollen nicht ausschliefilich statisch sein, so daS 
dynamisches Maskieren, d.h. eiwrReihe von Maskierungsschrit- 
ten, zum selektiven Synthetisieren einer Vielzahl unterschied-. 
licher Biopolymere auf demselben aktivierten organischen Polymer 
verwendet werden, und sollen ebenfalls in den Umfang dieser 

15 Definition fallen, 

Wie hierin verwendet. Boll die Redewendung "Erkennungs-Dotnane" 
eine Aminosture-Sequenz anzeigen, die durch einen Rezeptor 
auf einer Zelloberf l&che erkannt wird. 

20 

Wie hierin verwendet, sollen die Redewendungen "bioreaktives 
Peptid" ein Peptid anzeigen, das zum Hervorrufen einer Reaktion 
von einer Zelle in der Lage 1st; beispielsweise ist ein Peptid, 
das eine Erkennungs-Dom&ne auf der Oberf lSche einer Zelle 
25 bindet, ein bio-reaktives Peptid. 

Wie hierin verwendet, soil der Begriff "Samen" bzw. "Impfgut" 
eine Zelle anzeigen, die an ein bioreaktives Peptid bindet 
und an die weitere ahnliche Zellen binden kdnnen. 

30 

Aus Bequemlichkeitsgriinden konzentriert sich der Rest der 
Offenbarung auf die Verwendung des Polymers Polypropylen, die 
chetnische Spezies Ammoniak, Plasma-Vorschriften und die Syn- 
these von Oligonukleotiden land Peptiden. Es sollte klar sein, 
35 daS andere Polymere, chemische Spezies, Energie-Aktivierungs- 
Arten und Biopolymere der hierin offenbarten Erfindung zugang- 
lich sind. 
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Polypropylen ist' chemisch sehr inert und hydrophob; somit kann 
Polypropylen in sehr korrosiven Umgebungen verwendet werden. 
Beispielsweise weist Polypropylen gute chemische Best&ndigkeit 
gegenuber 'einer Vielzahl von MineralsSuren (beispielsweise 
5 Salzs&ure) , organischen S&uren (beispielsweise Ante i sens &ure , 
EssigsSure) , Basen (beispielsweise Ammoniumhydroxid, Kalium- 
hydroxid) , Salzen (beispielsweise Natriumchlorid) , Oxidations- 
mitteln (beispielsweise PeressigsSure, Jod-L8sungen) und orga- 
nischen Ldeungsmitteln (beispielsweise Aceton, Ethylalkohol, 

10 Acetonitril, etc.) auf. Zusitzlich stellt Polypropylen einen 
Nieder-Fluoreszenz-Hintergrund bzw. -St&rpegel bereit. Polypro- 
pylen ist gegenfiber der Biopolymer-Synthese nicht funktionell; 
das heiSt, an xmd f£r sich kann man Oligonukleotide unter Ver- 
wendung von Polypropylen als einern Tr&germaterial nicht 

15 gynthetisieren. Somit muS, urn Polypropylen fiir die Synthese von 
Biopolymeren brauchbar zu machen, dessen Oberfl&che uber die 
Einfuhrung von beispielsweise Aminogruppen auf der Oberf 15che 
modifiziert werden. Bin effizientes, gchnelles und okonomisches 
Verfahren zur Einftthrung derartiger Aminogruppen auf der 

20 Oberfl&che eines Polypropylen-Mediums ist die Verwendung einer 
Plasma-Entladung in einem Ammoniak- oder organischen 
Amin-enthaltendem Gas, 

Ein 11 Plasma" ist am meisten bevorzugt ein ionisiertes Gas, das 
25 eine ausreichende lonisationsenergie von einem elektromagne- 
tischen Feld erhSlt, Es zeigt elektromagnet ische KrSfte mit 
langer Reichweite und wird ein Elektrizit&ts-Leiter . Plasma 
besteht aus einer Mischuhg von Elektronen, Atoraen, positiven 
und negativen lonen und neutralen freien Radikalen. Die elek- 
30 trische Gesamtladung des Plasma ist neutral. Plasma-Energle- 
Quellen schlieSen ein, sind jedoch nicht beschr&nkt auf, 
Gleichstrom, Wechselstrom, Hochf requenz, Mikrowellen, Schock- 
wellen und Lasern. Niedertemperatur-Plasma-Behandlungen 
schlieSen Hochf requenz -Plasma-Entladung (radio frequency 
35 plasma discharge = RFPD) , Mikrowellen- Frequen2-Plasma-Entla- 
dung (microwave frequency plasma discharge =* MFPD) und Corona- 
Entladung (corona discharge = CD) ein; derartige Behandlungen 
beeinflussen typischerweise nur die 0berfl4che eines festen 
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Materials bis zu einer Tiefe von nicht mehr al9 ungef&hr 
1000 A, wobei der Rest des Materials unmodif iziert bleibt. 

Oberf l&chen-Wechselwirkungen mit Plasmas fallen tiblicherweise 
5 in drei allgemeine Klassen von Reaktions-Mdglichkeiten: 

(1) Chemische Spezies auf der Polymeroberf l&che kdnnen von der 
Oberf l&che entfernt werden; (2) externe chemische Spezies 
k6nnen der Oberf l&che des Polymers hinzugefftgt werden? oder 
(3) Umlagerung von Bindungen kann innerhalb der Oberf lache des 

10 Polymers selbst auftreten. Es ist m6glich, daS mehr als eine 
dieser Reaktionen zur selben Zeit auftreten wird. Die Haupt- 
unterschiede zwischen Plasmaentladung und alternativen Ober- 
f lAchen-Modif ikationen (wie beispielsweise Ionisation oder 
a- oder p-Bestrahlung) , die ublicherweise tief in die Masse 

15 des Polymers eindringen, wobei sie dessen Masse-Eigenschaften 
stark beeinf lussen) , sind die gr6fiere chemische Flexibilit&t, 
die hinsichtlich der Wahl von Reaktantengas oder Mischungen 
zur Erzeugung reaktiver Spezies zur Brzeugung verschiedener 
Oberf lichen- Zust&nde verwirklicht werden kann, und das Fehlen 

20 einer sekund&ren reaktiven Spezies, die unerwfcnschte Nebeneffek- 
te verursachen kann. 

Polypropylen kann tiber die Dazu-Einfuhrung von Aminogruppen 
oberf l&chen-aktiviert werden, indem RFPD, MFPD oder CD in 

25 Ammoniakgas oder andere geeignete Amin-einfuhrenden Dinge ver- 
wendet werden, die folgendes einschlieSen, jedoch nicht be- 
schr&nkt sind auf aliphatische oder zyklische * C^2 
Amine, die primSr, sekund&r oder tertiSr sein konnen. Die 
Kohlenwaseerstof fkette kann geradkettig, verzweigt, gesSttigt 

30 oder ungesittigt sein, und eine oder mehrere Amino-Gruppen 
kann an die Kohlenwasserstof fkette gebunden sein. Methylamin, 
Alkylamin, Ethylendiamin, Diaminocyclohexan sind Beispiele 
derartiger Amine. Ammoniak wird am meisten bevorzugt. 

35 Bei Vorhandensein eines RFPD, MFPD oder CD ist der wahrschein- 
lichBte Mechanismus fur die Anlagerung von Aminogruppen an 
ein Medium wie f olgt : 
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HFPD 

NHj & - ,EjC -(CH - CH,).- -* Sh, + - .H,C -( C - CH,}.- 

I I 
CE, CH, 

5 HE} 

■* • vHjC -(C - CH,).- 
CH, 

Bei Vorhandensein eines Sauerstof f radikals , umfafit daa sich 
10 ergebende oberflachen-aktivierte Polypropylen die folgende 
aktivierte Oberflache: 
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OH 



CH, 



In der Anweaenheit eines Schwef elradikals umfaSt das sich er- 
gebende oberflachen-aktivierte Polypropylen die folgende akti 
yierte Oberflache: 
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SH 



Somit kann man beispielsweise unter Verwendung wohlbekannter 
Nukleineaure-Synthesetechniken die nachfolgenden adsorbierten 
35 Initiations- bzw. Start -Nukleotide erhalten. 
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wobei "A" eine Schutzgruppe ist und wobei n B n eine der vier 



Basen represent iert. Weil ein chemischer Linker nicht erforder- 
15 lich ist, urn das Bioraonomer an dem Polymer zu binden, wird das 
Start -Biomonomer adsorbiert, das heifit wird tats&chlich ein 
"Teil" des Polymers selbst. 

Vorteilhafterweise konnen MFPD, RFPD und CD ef f izient gesteuert 
20 werden, so daS nur ein Teil des Polymermediums aktiviert zu 
werden braucht. Indem nur ein Teil der Oberfl&che aktiviert 
wird, bleibt der Rest davon chemisch inert und darin liegt ein 
Vorteil der vorliegenden Erfindung. Durch Aktivierung nur eines 
Tells (vorzugsweise) einer Seite der Oberflache des 
25 Polymermediums, werden nur Gegenden bzw. Fl&chen, die aktiviert 
sind, der Biopolymer-Synthese zug&nglich sein, so dafi am Ende 
beispielsweise einer in-situ-Synthese von Oligonukleotiden, 
im wesentlichen der gesamte Rest der Oberflache chemisch inert 
sein wird. Wenn derartige Oligonukleotide als Sonden fur ein 
30 genetisches Merkmal verwendet werden, werden somit Probleme, die 
mit einer unspezif ischen Bindung von NukleinsSure-Makromolekulen 
an die Oberflache verbunden sind f vermieden. 

Vorzugsweise schliefit weniger als ungefahr 50 nMol pro Quadrat - 
35 Zentimeter ( ,, nMol/c^r 2,, ) der Oberfl&che des Polymermediums 

die aktivierte chemische Spezies ein, und bevorzugter zwischen 
ungef&hr 5 bis 15 nMol/cm 2 . Es ist klar, dafi diese Werte im 
Hinblick auf die H&he-mal-Breite-Fl&che der Oberflache des 



Polymermaterials gegeben sind; in einer Situation, in der das 
Polymermaterial eine pordse Oberf lache umfaSt, finden sonvit die 
vorhergehenden Werte keine Anwendung auf die Gesamtoberf l&che, 
die, die Oberf l&chen- Fl&che gegeben, die den Poren zugeschrieben 
5 wird, viel groSer ist als eine H6he-mal-Breite-0berf l&chen- 
Fiache. Wechselweise wird bevorzugt, dafi weniger als ungef&hr 15 
%, bevorzugter weniger als ungef&hr 10 %, und am meisten 
bevorzugt weniger als ungefihr 5 % der OberflSche des 
Polymermediums die aktivierte chemische Spezies umfassen. Obwohl 

10 diese FlSche "klein" oder die Prozentans&tze "niedrig" erschei- 
nen mogen, sind dies relative Werte. Man k6nnte beispielsweise 
ein Polymermedium verwenden, das beispielsweise eine 100 $ 
aktivierte chemische-Spezies-Oberfl&che aufweist. Dies k&nnte 
jedoch zu Problemen fflhren, insofern als die gesamten 

15 aktivierten Spezies nicht von einem Start -Biomonomer besetzt 
werden kSnnten und somit das Potential fur eine unspezif ische 
Bindung zunimmt, Wenn jedoch der Prozentsatz einer Oberf l&chen- 
Aktivierung abnimmt, nimmt das Potential zur Sicherstellung, dafi 
jeder aktivierte Anteil der Oberf l&che durch ein Start - 

20 Biomonomer besetzt wird, betr&chtlich zu (insbesondere weil die 
umgebende F l&che chemisch inert ist) . 

Plaama-erzeugende Vorrichtungen sind im Handel erhaltlich und 
bei der Erfindung anwendbar. Ein besonders bevorzugter 
25 Plasmagenerator ist von Plasma Science, Foster City, CA (Modell- 
er . PS0150E Hochfrequenz) erhaltlich. Derartige Vorrichtungen 
werden bevorzugt, weil die Bedingungen zur Einffthrung von Gasen, 
Energie, Zeit der Plasma-Entladung, etc., leicht ausgewShlt, 
variiert, optimiert und gesteuert werden kdnnen. Diese Parameter 
30 kdnnen mit geringem Experiment ieren optimiert werden, 

hauptsSchlich, weil der physikalische Zustand des Polymer- 
Mediums nachteilig beeinfluSt wird, wenn beispielsweise die 
Menge der Energie bzw. Leistung (typischerweise in Watt) zu hoch 
ist, oder die Zeitl&nge der Plasmaentladung zu groS ist — 
3 5 derartige nachteilige Beeinf lussungen werden typischerweise 
durch die Erzeugung eines "sprdden" Polymermediums 
augenscheinlich. DemgemSS wird dem Fachmann bis zum notwendigen 
Grad und mit den hierin offeribarten Parametern konsistent, die 
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F&higkeit zugetraut, die Bedingungen zur effizienten Oberfia- 
chenaktivierxing des Polymer-Mediums zu optimieren. 

Hinsichtlich der Aminierung von Polypropylen wird es bevorzugt, 
5 daS das Gas die folgenden Bestandteile in den folgenden Be- 
reichen umf aSt : Ammoniak (ungef&hr 99 bis ungefihr 100 %) 
und Sauerstoff (ungefahr 0 bis ungefahr 1 %) . Die Wattleistung 
der Stromversorgung ist vorzugsweise zwischen ungef&hr 10 und 
ungefShr 500 Watt, bevorzugter zwischen ungef&hr 100 und 400 
10 Watt, und am meisten bevorzugt ungefShr 200 Watt. Das Poly- 
propylen und das Gas werden vorzugsweise der Plasma-Entladung 
ftix weniger als ungefihr 10 Minuten, bevorzugter ungef£hr 

1 bis ungef&hr 5 Minuten und am meisten bevorzugt ungef&hr 

2 Minuten unterworf en . Bez&glich der Art der Plasma-Entladung 
15 ist es bevorzugt, daE Hochfrequenz-Wellen verwendet werden. 

Diese sind vorzugsweise innerhalb des Bereichs von ungef&hr 
1 MHz bis zu ungefihr 20 MHz und am meisten bevorzugt ungefahr 
13 MHz, Beziiglich der Mikrowellen-Plasma-Entladung, wird es 
bevorzugt, daS die Mikrowellen im Bereich von ungefahr 1.000 MHz 
20 bis ungefihr 3.000 MHz, und am meisten bevorzugt ungef&hr 
2.000 MHz sind. Bezviglich einer Corona -Entladung wird es be- 
vorzugt, daS die Behandlungsenergie bzw. der angelegte Strom 
zwischen ungef&hr 10 bis ungefahr 250 Watt, bevorzugter an 
der Elektrode zwischen ungefahr 10*000 bis 20.000 Volt ist. 

25 

Das Polymermedium kann gem&S der Erf ordernisse des Untersuchen- 
den bzw. des Forschers variiert werden. Es wird bevorzugt, dafi 
das Polymermedium nach der Biopolymer-Synthese einer Sezie- 
rung bzw. Aufgliederung zug&nglich ist; dieser Vorzug basiert 

30 jedoch hauptsSchlich auf den beabsichtigten Anwendungen des 
daraus synthetisierten Biopolymers. Im Bereich beispielsweise 
einer Nukleins&ure -Analyse auf der genet ischen Ebene, betrachten 
wir es als absolut essentiell, daS die Testvorrichtungen leicht 
Qualit&ts-Kontroll-Verfahren unterworfen werden. Im Wege der 

35Analogie, es ist im Bereich der pharmazeut ischen Herstellung 
relativ einfach, einen Teil (oder Teile) eines umf angreichen 
Anteils .des Arzneimittels abzutrennen, wenn es einmal 
hergestellt ist: wenn der Teil (Teile) notwendige 
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Qualit&tsgarantie- und Qualit&tskontroll- ("QA/QC") -Parameter 
erfiillt, 1st dann, aus einem statistischen Blickwinkel, der 
geaarate Anteil von derselben QualitUt; wenn anderereeits dieser 
Anteil (Anteile) die notwendigen QA/QC-Kontrollparameter nicht 
5 erfullt, ist der gesamte Anteil verd&chtig. Die Hauptannahme 
hinter diesem Ansatz ist, daS all die Parameter, die in der 
Herstellung eines derartigen Anteils involviert sind, dieselben 
waren, so dafi irgendein Proben- Anteil (-Anteile) f\ir den 
geaamten Anteil reprSsentativ sein sollte(n) . Wenn der Schau- 
10 platz genet ischer Analysen expandiert und zunehmende Verwendung 
findet, werden ahnliche Garantien gefragt und erforderlich sein, 

Eingedenk des Vorhergehenden, wird bevorzugt, daS dag Polymer- 
medium nach der Biopolymer-Synthese einer Zergliederung zug&ng- 
L5 lich ist. 

Ein derartiges Merkmal ermoglicht es, eine Qualit&tsgarantie/ 
Qualit&tskontrolle des auf dem Polymermedium synthetisierten 
Biopolyiners durchzuf Qhren . Beispielsweise kann im Fall von Mem- 

20 branen ein Abschnitt Oder Abschnitte davon, davon abgeschnitten 
werden, so daS eingehende und stringente analytische Techniken 
leicht darauf angewendet werden konnen -- wenn eine derartige 
Analyse anzeigt, dafi beispielsweise eine spezielle Oligonukleo- 
tid-Sequenz vorliegt, dann weist, aus einer statistischen Per- 

25 spektive, die Gesamtmembran diese Sequenz auf. 

Eine Zerschneidung des Polymermediums erm6glicht ebenfalls die 
Erzeugung multipler Medlen, die jeweils das definierte Bio- 
polymer umfassen. Diese kSnnen dann zerschnitten werden und 

30 ein Stuck aus jedem Medium kann an einem einheitlichen Vorrich- 
tungsmedium befestigt werden. Soonit kann beispielsweise eine 
Vielzahl von MeSst&ben leicht erzeugt werden, wobei jeder MeS- 
stab mehrere unterschiedliche Polymer-Medien-Abschnitte unifafit, 
die spezielle Biopolymere umfassen; somit sind die Bedingungen 

35 zur Synthese irgendeines speziellen Biopolymers identisch und 
ein derartiges Biopolymer ist QA/QC-Vorschrif ten zug&nglich. 
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w&hrend die Bedurfnisse des Untersuchenden die speziellen, bei 
der Tauglichkeit einer Zerschneidung involvierten, Parameter 
bestimmen, bevorfcugen wir im Fall von Membranen Polypropylen 
rnit einer Dicke zwischen ungefcLhr 80 bis ungef&hr 100 /xm und 
5 im Fall von Faden, Polypropylen mit einem Durchmesser von un- 
gef&hr 0,001 Zoll (* 25,4 /zm) zu verwenden. Im Fall von 
Membranen kann eine Zerschneidung leicht mit irgendeiner Ab- 
trennungs-Vorrichtung (beispielsweise Schere) erreicht werden. 
Im Fall von F&den wird bevorzugt, da£ diese mit einer Vorrich- 

10 tung zerschnitten werden, die die Enden am Ort des Schnittes 
"versiegeln" kann, das heiBt ein Laser, eine Ultraschall-Vor- 
richtung Oder ein HeiSmesser; dieser Vorzug basiert auf einer 
praktischen Angelegenheit, das heiSt, F&den von gewundenen 
Fasern sind derartig zusammengesetzt, daS, wenn der Faden ge- 

15 schnitten wird, die Fasern dann voneinander getrennt werden. 
(Die Fasern selbst kfinnen natttrlich direkt verwendet werden, 
jedoch werden Faden bevorzugt, weil sie etwas einfacher hand- 
zuhaben sind. Dies ist jedoch wiederum eine Funktion der Wiin- 
sche des Untersuchenden.) 

20 

Die offenbarten Polymere sind besonders gut fiir die direkt e 
Synthese von beispielsweise Oligonukleotiden und Peptiden darauf 
geeignet, Vorteilhaf terweise sind eine Vielzahl von im Handel 
erh&ltlichen Nukleinsaure-Syntheseger&ten erhSltlich, ein- 

25 schlieSlich des Beckman Instruments OLIGO 1000. Sich auf ame- 
nierte Polypropylen- Membranen oder -Faden konzentrierend, 
kSnnen die Material ien sofort im AnschluS an den Aminierungs- 
prozeS (oder nach Entfernen aus dem Lager) direkt in die Reak- 
tionskammer des Nukleinsaure-Syntheseger&ts eingebracht werden; 

30 wegen der Vielseitigkeit derartiger Materialien, konnen sie 
leicht in den Kacnmern gehandhabt werden, das heiSt im Fall 
der Membranen loBe "gerollt" werden, oder im Fall von FSden 
lose eingefxlgt werden. Vorteilhaf terweise kann die Synthese 
der Oligonukleotide direkt auf dem aminierten Polypropylen 

35 vor sich gehen, und infolge der "aktivierten" Natur der Amino- 
Gruppen werden diese Oligonukleotide direkt an das Polypropy- 
len kovalent gebunden. 
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Derartige abgeleitete Oligonukleotide sind zur Verwendung in 
genetischen Screening -Analysen ideal geeignet. Das heiSt, durch 
Verwendung von atniniertem Polyproplylen, das Oligonukleotide 
umfafit, wobei die Oligonukleotide entweder zu der Wildtyp- 
5 oder Mutations-Sequenz eines interessierenden Gens kontplententar 
sind, k6nnen vorbereitete Patienten-Proben auf das Vorhanden- 
sein oder Fehlen der interessierenden Sequenz ge- screened war- 
den. Es wird bevorzugt, dafi die Linge der Oligonukleotide, 
die zur Verwendung in einer derartigen genetischen Analyse 

10 chemisch synthetisiert werden, bis zu ungef&hr 250 Basen 

Linge, vorzugaweise zwischen ungefihr 5 und ungef&hr 100 Basen, 
bevorzugter zwischen 8 und 30 Basen, und am meisten bevorzugt 
ungef&hr 16 Basen ist. Diese Langen mussen als von den Bedin- 
gungen abhSngig aufgefaSt werden, unter denen die genet ische 

15 Analyse durchgefuhrt wird- Beispielsweise ist bei Raumtempe- 
ratur (bei welcher Ternperatur wir die Analyse durchzufiihren 
bevorzugen) die am meisten bevorzugte L&nge 16 Basen; bei 
niedrigeren Temperaturen, kdnnen kflrzere (das heiSt B monomere 
Einheiten bzw. -mers) verwendet werden. 

20 

Dem Fachmann wird jederzeit zugetraut, die Methodik zur Her- 
stellung von genomiBchen Proben aus Patienten zur Analyse zu 
verstehen. Proben-DNA kann leicht aus beispielweise klinischen 
Proben (das heiBt Tr&nen, Samen f Vaginalsekreten, Vollblut, 

25 Serum, Plasma, Hautabstriche, etc) gewonnen und leicht durch 
eine Vielzahl von Techniken hergestellt werden, die fur den 
Fachmann verfvigbar sind. Typischerweise ist es ein Hauptziel 
dieser Techniken, die Nukleins&uren bis zu einem ausreichenden 
Grad zu reinigen, so dafi Fremdmaterialien, die ansonsten die 

30 eventuelle Amplif ikation (beispielsweise durch die" Polymerase- 
Kettenreaktion) der interessierenden Nukleins&uren st&ren 
konnten, entfernt werden. Unter Verwendung von Serum als einem 
Beispiel, kann die Herstellung der Nukleinsauren im allgemeinen 
die folgenden Schritte umfassen: Man inkubiere das Serum fftr 1 

35 Stunde bei 70°C mit Proteinase k (Boehringer Mannheim) bei 2,5 
tng/ml in 24 mM MOPS (pH 6,5), 2,5 TriM EDTA und 0,5 % SDS. Dem 
folgen die nachf olgenden Extraktionen: Phenol- Ext rakt ion und 
Ether-Extraktion. Dem folgt eine Ethanol-PrSzipitation. Siehe 
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beispielsweise A, Larzul et al. J. Heptol. 5:199-204 (1987). Wie 
erwShnt, sind weitere Vorschriften und Techniken fur eine 
derartige Reinigung leicht erh&ltlich. 

5 Im AnschluS an eine derartige Reinigung ist es (typischerweise) 
notwendig, die speziellen interessierenden genomischen Bereiche 
zu amplif izieren. Dies karra leicht erreicht werden, indem 
Techniken, wie beispielsweise die Polymerase -Kettenreakt ion 
(polymerase chain reaction = PGR) und Primer verwendet werden, 

10 die auf den speziell interessierenden Bereich gerichtet sind. 
Dem Fachmann wird die F&higkeit zugetraut, die Anwendung der- 
artiger Amplifikat ions -Techniken auf die genomische Probe, 
ebenso wie die darin involvierten Parameter (wie beispielsweise 
Auswahl der Primer, die die Amplif ikation eines Gen-Segments 

15 oder Bereiches einer NukleinsSure-Sequenz, die ein Gen umfafit, 
im wesentlichen sicherstellt) richtig einzusch&tzen und zu ver- 
stehen. 

Wie es weiterhin vom Fachmann richtig eingesch&tzt werden wird, 

20 werden Amplif ikat ionen- Techniken, wie beispielsweise PCR, 

weil die DNA-Probe per Definition zwei komplementSre DNA-StrSnge 
umfafit, S&tze von konrplementaren Arrtplicons erzeugen (ein "Ampli- 
con" ist ein Satz von StrSngen des Amplif ikat ions- Produktes, 
das heifit komplementare "Amplicons" sind das sich ergebende 

25 Produkt einer PCR - Ampl i f ikat ion) . Ein vorgeschlagener Ansatz 
zur Erhdhung der Probenbindung an Oligonukleotide, die kovalent 
an aminiertes Polypropylen gebunden sind, ist, einen dieser 
S&tze aus dem ReaktionsgemiBch vor Analyse zu entfernen; dies 
hat den Ef fekt einer abnehmenden Konkurrenz zur Hybridisierung 

30 der komplement&ren Amplicons aneinander. Fdr diesen Ansatz 
wird nur einer der Amplicon-S&tze einem Screening mit der ami- 
nierten Polypropylen-Oligonukleotid-Vorrichtung unterworfen. 
Ein Ansatz zur Absonderung der Amplicon-satze schlieSt ein 
Manipulieren der Primer ein. Beispielsweise kann ein Primersatz 

35 biotinyliert sein und der andere Satz kann beispielsweise zutn 
Nachweis markiert sein. Somit kdnnen die biotinylierten Ampli- 
cons nach Amplif ikation aus der Probe unter Verwendung bei- 
spielsweise von Avidin-beschichteten Perlen "entfernt" werden. 
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Dies hat den Effekt, dafi im wesentlichen nur markierte Ampli- 
cons in der L6sung gehalten werden. Die Markierung kann natur 
lich zu Nachweiszwecken verwendet werden, nachdem die markier 
ten Antpl icons mit der aminierten Polypropylen-Oligonukleotid* 
5 Vorrichtung " ge - screened n werden . 
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Im AnschluS an eine derartige Amplif ikatipn kann das Proben- 
material der aminierten Polypropylen-Oligonukleotid-Vorrich- 
tung dargeboten warden, die ein Oligonukleotid umfaEt, das 
5 eine zu den markierten Amplicona komplement&re Sequenz auf - 
weist. Weil eine bevorzugte Anwendung der aminierten Polypro- 
pylen-Oligonukleotid-Vorrichtungen ein Screening von genomi- 
schen Proben nach genet ischen Mutationen ist, sind die Strin- 
genz -Bedingungen (d.iu die Bedingungen, die es ermdglichen, 

10 daS eine Hybridisierung und Dehybridisierung eintritt, ein- 
schliefilich, jedoch nicht beschrSnkt auf ; Temperatur, Ionen- 
stSrke, chemische. Bedingungen, Zeit und die Natur der Seguen- 
zen) wichtig. Das heiSt, fur Mutationen, die nur einen Aus- 
tausch in den Nukleins&ure-Sequenzen (gegenuber dem Wild-Typ 

15 Oder der "Normal "-Sequenz) einechliefien, ist es sehr wahr- 
scheinlich, dafi bei einem Screening auf eine Mutationssequenz 
sogar die normale Sequenz leicht an das komplementare Oligo- 
nukleotid hybridiaiert . Somit ist die Bntferaung einer derar- 
tigen "unspezif ischen" Hybridisierung essentiell. Dies kann 

20 beispielsweise erreicht werden, indem eine Reihe von Waschun- 
gen mit abnehmenden Salzkonzentrationen angewendet werden, 
was die Wirkung hat, dafi das gesamte unspezif ische hybridi- 
sierte Material vor Entfernen des im wesentlichen gesamten 
spezif ischen hybridisierten Materials im wesentlichen entfernt 

25 wird. 

Weil es entscheidend ist sicherzustellen, da& nur kontplemen- 
tire Sequenzen nachgewiesen werden, wird es von uns gegenwar- 
tig bevorzugt, daS eine "historische" Dehybridisierungs-Ana- 

30 lyse durchgefuhrt wird, so dafi wir die Dehybridisierung der 
Proben-Nukleinsaure-Sequenzen Qber Zeit und Stringenz -Bedin- 
gungen von der aminierten Polypropylen-Oligonukleotid-Vorrich- 
tung wegfuhren k6nnen bzw. ablenken kdnnen indem die De- 
hybridisierungs -Muster von nicht -komplement&ren und komplemen- 

35 taren Squenzen verglichen werden, wenn sie aus der aminierten 
Polypropylen-Oligonukleotid-Vorrichtung entfernt werden, haben 
wir sichergestellt , dafi die Muster im wesentlichen unterschied- 
lich sind, so daS eine genaue Feststellung "korrekter 11 
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Hybridisierungen durchgefuhrt werden kann. Die historische 
Analyse Icann zur Erzeugung eines " Ja/Nein rt -Stringenz-Protokolls 
fdr spezielle genetische Analysen verwendet werden. Wenn 
beispielsweise eine apezielle bekannte Mutation ein speziell 
5 "historisch" bekanntes Dehybridisierungs -Muster ergibt, dann 
umfafit diese Probe, wenn das Muster filr eine unbekannte Probe 
gewonnen wird, die spezielle Mutation. 

Im Kern setzen wir das hybridisierte Material einem abnehmenden 
10 Salz-Gradienten, unter Verwendung von Hochleistungs-Fliissig- 
Chromatographie (high performance liquid chromatography - HPLC) 
Techniken aus, w&hrend der Signal verlust (hinweisend auf die 
Dehybridisierung) uber die Zeit kontinuierlich flberwacht wird. 
Wie nachstehend ausfuhrlich dargelegt wird, haben wir experimen- 
15 tell bestimmt, daS eindeutige Unterschiede in derartigen 
Dehybridisierungs -Mustern festgestellt werden k&nnen, so daS 
genaue Bestimmungen, was das Vorhandensein oder Fehlen 
definierter Sequenzen betrifft, vorgenommen werden k6nnen. Pur 
die Analyse genomischer DMA unter Verwendung von Oligonukleo- 
20 tiden r die direkt auf beispielsweise aminiertem Polypropylen 
synthetisiert werden, kann eine derartige Analyse leicht wie 
vorstehend angezeigt durchgeKihrt werden. 

Die genomische DNA umfaSt typischerweise ein Gen oder Teile 
25 davon. Wie hierin verwendet, stimmt der Begriff "Gen" mit der 
Definition uberein, die typischerweise von den Fachleuten 
verwendet wird. Die genomische Probe kann aus irgendeiner 
Quelle entstammen, die DNA einschlieSt, einschlieSlich, je- 
doch nicht beschrankt auf, Pflanzen, Vertebraten bzw« Wirbel- 
30 tieren, Wirbellosen, Virus-Quellen etc. 

Oligonukleotide mit unterschiedlichen Sequenzen konnen unter 
Verwendung verschiedener M Maskierungs ,! -Vorschriften, wie bei- 
spielsweise denjenigen, die bei Maekos, U. und Southern, E.M, 
35 "Parallel analysis of oligodexyribonucleotide (oligonucleotide) 
interactions" , Nuc. Acids, Res. 20(7); 1675-1678 (1992) be- 
schrieben sind, auf dem Polymer-Medium synthetisiert werden. 
Itn Fall der Oligonukleotide kann das auf die Gesamtoberf ISche 
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eines Polymer-Mediums aufgebrachte Start-Biomonomer Adenosin 
sein, wohingegen in nur einem Quadranten des Mediums das 
Nukleotid Cytidin zugeaetzt wird, wobei die anderen drei Quad- 
ranten maskiert werden, gefolgt vom Zusatz des Nukleotids 
5 Thymidin zu einer H&lfte des Gesamtmediums, wobei die andere 
H&lfte maskiert wird und uber das gesamte Polymer-Medium wird 
das Nukleotid Guanin zugeaetzt. Somit liegt im ersten Quadranten 
das Tetramer ACTG vor; die eine HSlfte ausschlieSlich des ersten 
Quadranten schlieSt das Trimer ATG ein; und die andere H&lfte 

10 schlieSt das Dimer AG ein. Ein derartiges Material kann zur 
genomischen Analyse oder ffcr ein Screening auf genetische Muta- 
tionen verwendet werden, das verschiedene Allele einschlieSt. 
Es existieren beispielsweise zumindest 95 unterschiedliche 
NukleinsSure-Sequenzen, die das Gen hervorrufen kfinnen, das 

15 die Krankheit cystische Fibrose kodiert. Somit kann ein einzi- 
ges Polymer-Vorrichtungs-Medium mit 95 verschiedenen Biopoly- 
meren erzeugt werden, die darauf unterschiedliche Sequen2en 
aufweisen, wobei jedes der Biopolymere gemSS einer wie vorste- 
hend beschriebenen Maskierungs-Vorschrif t erzeugt werden kann. 

20 

Wechselweise kann man unterschiedliche Biopolymere auf unter- 
schiedlichen Polymer-Medien synthetisieren und diese auf einer 
einzigen Polymer- Vorrichtung kombinieren. Beispielsweise kfinnen 
im Fall von Membranen verschiedene Abschnitte aus verschiedenen 

25 Polymer-Medien, die unterschiedliche Oligonukleotide umfassen, 
an einer einzigen Vorrichtung befestigt werden. Der Vorteil 
dieses Ansatzes ist, daft man leichter einen Teil des Polymer- 
Mediums einer Qualit&tskontrolle unterziehen kann, das das Bio- 
mer umfafit, so daS die Qualit&t einer Vorrichtung, die einen 

3 0Anteil des Polymer-Mediums umfafit, sichergestellt werden kann. 
Im Fall der zystischen Fibrose kc&nnen beispielsweise 95 
getrennte Polymer-Medien {oder eine Subpopulation davon) 
verwendet werden, die 95 unterschiedliche Oligonukleotide 
umfafit, wobei jeder abgeschnitten wird und Teile von jeder 

35 Qualitats-Kontrollverfahren unterworfen wird. Danach k6nnen 
diese 95 Medien auf einem (oder mehreren) einheit lichen 
Vorrichtungs-Medium (Medien) kombiniert werden. 
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Die offenbarten Polymere kfinnen ebenfalla zur parallelen Ana- 
. lyse von Oligonukleotiden oder zura "Sequenzieren durch Hybri- 
disierung 11 (SBH) verwendet werden. Eine der fruhesten und 
praktischsten Ansatze zu SBH ist von Edwin M. Southern in der 
5 PCT~Ver6ffentlichung Nr. WO 89-10977 "Analyzing Polynucleotide 
Sequences" offenbart worden. Siehe weiterhin Maskos & Southern, 
oben (hierin nachstehend "Southern SBH"). GemSS der Southern 
SBH-Vorschrift werden viele unterschiedliche Oligonukleotide 
auf der Oberfl&che eines featen Tr&gers synthetisiert und dann 

10 zur AusfQhrung paralleler Hybridisierungen mit Proben-Nuklein- 
s&ure -Sequenzen verwendet. Die Oligonukleotide werden in situ 
synthetisiert, was die Gleichfdrmigkeit des Ertrags. der Oligo- 
nukleotide sicherstellt . Vorteilhaf terweise hat die Durchfuh- 
rung der Hybridiaierung an alle unterschiedlichen Sequenzen 

15 auf derselben Oberf l&che in einem einzigen analytischen Durch- 
lauf identische experitnentelle Bedingungen fur jedes einzelne 
Oligonukleotid zur Folge. Oberf l&chenaktiviertes Polymermedium, 
wie hierin offenbart, ist direkt auf SBH-Vorschrif ten anwend- 
bar. Oberf l<kchenaktivierte Polymermedien sind weiterhin auf 

20 die Zubereitiing von Polymeren anwendbar, die lichtentf ernbare 
Schutzgruppen verwenden. Siehe die PCT-Verdf f entlichung Nr. 
WO 90/15070 "Very large scale immobilized peptide synthesis". 

Die offenbarten oberf l&chenaktivierten Polymere sind besondere 
25 fttr eine in situ Biopolymer-Synthese fQr "Umkehr-Autoradio- 
gramm-Vorschriften" geeignet. Beispielsweise wird, in einer 
hestimmten der vorstehend beschriebenen Vorschrif ten, eine 
Reihe von Oligonukleotiden, die unterschiedliche definierte 
Sequenzen aufweisen, direkt auf einem oberf l&chenaktivierten 
30 Polymer synthetisiert {oder "Off-line" synthetisiert und an 
das Polymer gebunden) . Danach wird eine Probe, von der ver- 
mutet wird, daS sie ein Polynukleotid mit einer zu einer der 
Oligonukleotide komplement&ren Sequenz enthSlt, darauf aufge- 
bracht. Der Nachweis kann liber ein Markierungsschema erzielt 
35 werden, das ftlr eine Markierung des Polynukleotids vor der 
Analyse (Direktmarkierung) oder nach Hybridiaierung (indirekte 
Markierung) sorgt. Weil der Untereuchende den physischen bzw. 
korperlichen Ort der unterschiedlichen Oligonukleotide auf dem 
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Polymermedium kennt, liefert das Vorhandensein einer Markierung 
an einem speziellen Ort eine Information, was sowohl das Vor- 
handensein als auch die Sequenz irgendeines Materials aus der 
Probe betrifft, die an die aminierte Polypropylen-Oligonukleo- 
5 tid-Vorrichtung hybridisierte . 

Die offenbarten oberf lichenaktivierten, organischen Polymere 
sind weiterhin auf die Protein- /Pept id- Sequenzierung anwendbar. 
Wie der Fachmann zu wfcrdigen weiS/ ist das Protein- Sequenzieren 

10 anders als die Protein- Synthese, auf die Bestimntung der Amino- 
s&ure-Sequenz eines speziellen Proteins gerichtet; die Amino- 
s&ure-Sequenz eines speziellen Proteins kann dann wiederum bei- 
spielsweise zur chemischen Synthese des Proteins oder zur Be- 
stimmung einer allgemeinen oder optimalen Nukle ins Sure -Sequenz 

15 von Codonen verwendet werden, die die Aminos&uren des Proteins 
kodieren. Bin wohlbekanntes Verfahren zur Protein- Sequenzierung 
ist als "Bdman-Abbau" bekannt. Siehe Edman, P. und Henschen, A. 
(1975) in: Protein Sequencing Determination (Needleraan, S.B. 
ed.), S. 232-279, Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, New 

20 York. Kurz, der Edman-Abbau-ProzeS schlieSt die Abspaltung von 
Aminos&ure-Resteh, einem pro Zeitabschnitt , vom N-Terminus 
des Peptids und eine Identif izierung dessen als Phenylthio- 
hydantoin-Derivate ein. Dieses Verfahren ist gut beschrieben 
und wird hier nicht ausfiihrlich dargelegt. Automat ieierte 

25 Protein- und Peptid-Sequenzier-Gerate sind im Handel erh&ltlich; 
beispielhaft ist daB Porton LF 3000 Protein Sequenz ier-Ger&t 
(Beckman Instruments, Inc.). 

Vorteilhafterweise kann ein zu sequenzierendes Protein kovalent 
3 0 an ein oberf lachenaktiviertes, chemisch inertes, organisches 
Polymer, unter Verwendung von 1,4 Phenyl en -dii sot hiocy ana t 
(PDITC) , gebunden werden; jedoch kann irgendeine Komponente, 
die zur Bindung an die Oberf lAche des Polymers, und ein Protein, 
geeignet ist, verwendet werden. Die Kopplungsreaktion kann wie 
35 folgt vor sich gehen: 




PP-Nu + S-ON-( O >N«C-S ("PDITC") 



PP- Nu- C-N-^O^-N^-S 

* Protein, pB 8-10 

10 

s 



PP-Nu-C-jj-/ 0 ^N-C-N-Protein 
H V—/ H E 



IBwobei: n PP-Nu" Polypropylen ist, das ein an dessen Oberflache 
adsorbiertes Nukleophil umfaSt. 

Das kovalent an das Polymer gebundene Protein kann dann effi- 
zient unter Verwendung von beispielsweise Edman-Abbau-Vorschrif - 
20 ten sequenziert werden. 



BEISPIEIxR 

25 Die folgenden Beispiele, die weder als einschr&nken sollen f 
noch als solches aufgefafit werden sollen, sind auf eine 
besonders bevorzugte AusfCkhrungsform der Erfindung gerichtet - 
die Aminierung von Polypropylen, gefolgt von der direkten 
Synthese von Oligonukleotidea darauf , zur Verwendung bei der 

30 Analyse von Proben, die Nukleins&ure-Sequenzen umfassen, fur 
einen Hinweis auf daa Vorhandensein sich nicht anpassender 
Sequenzen, das heiSt Mutationen, und die direkte Synthese von 
Peptiden darauf . 



I. MATERIALIEN, METHODEN, GERATE UND BESTIMMTE OLIGONUKLEOTIDE 

A. Reaaenb ien 

5 1.) OLIGO 1000 DNA Synthesegerat 

Eine Synthese von Oligonukleotiden wurde unter Verwendung von 
Beckman Instruments, Inc. BINARY-PAX™ Phosphoramiditen 
(dA{Bz) - Teil Nr. 337737, dC(Bz) - Teil Nr. 337738, dG(iBu) - 
10 Teil Nr. 337739, T- Teil Nr. 337746) , DNA- Synthese -Reagenz - 
Baukasten (Oxidieren - Teil Nr. 337732, DEblock - Teil Nr. 
337733, Cap 1 - Teil Nr. 337734, Cap 2 - Teil Nr. 337735, 
ACtivier-Reagenz (Teil Nr. 338284) und Abspaltungs- und Schutz- 
entziehungs-Bausatz (Teil-Nr. 337742), durchgef flhrt . 

15 

2) Hybridisierungs- Puffer 

Alle Chemikalien wiesen zumindest ACS-Giite auf . Der Hybrid! - 
20 sierungspuf fer bestand aus 6XSSPE/0,01 % Natriumdodecylsulf at . 
6X5SPE wurde durch Verdilnnung von 20XSSPE (pro Liter: 3 M NaCl, 
0,2 M NaH 2 P0 4 , 0,02 M EDTA, eingestellt mit 10 N NaOH auf 
pH 7,4) zum Erreichen von 6X hergestellt, gefolgt von Zusatz 
von 0,01 % SDS (V/V) dazu. 

25 

3) D-HAS™ Gradienten- Puffer 

D-HAS™ Gradienten-Puffer, der aus 2XSSPE/0,01 % SDS (das 
30 heifit durch Verwendung einer 20XSSPE-Statnml6sung, Verdunnen 
auf 2XSSPE und Zugabe von 0,01 % SDS (V/V) ) besteht . 

4) Radio- bzw. Hochf requenz- Plasma -Reagenzien 

35 

Wasserfreier Anunoniak von elektronischer Giite (99,995 % Rein- 
heit) wurde von Liquid Air Corporation (Walnut Creek, CA) 
unter dem Markennamen ALPHAGAZ™ bezogen. Ultrahochreines 
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Argon-Gas (99,999 %) wurde ebenfalls von Liquid Air unter 
demselben Markennamen bezogen. 



5 B. Polvmer-Vorrichtunas-Medien 



Polypropylen-Membranf ilterbl&tter (21 , 5 cm x 26,6 cm, 0,2 /im 
Porengr66e) wurden von Gelman Sciences Ann Arbor, Michigan 
unter dem Markennamen METRICEL™ bezogen. Polypropylen-Faden 
10 (0,010 Zoll Durchmesser) wurden von Blue Mountain Industries, 
Blue Mountain, Alabama (Produkt Nr. MP69) bezogen. Polypropy- 
len-Folie (1,2 mil « 1,2/1000 Zoll =30,5 pm) wurde von der 
Catalina Plastics and Coating Corporation (Calabasas, CA) be- 
zogen ♦ 

15 

C. Im Handel erh&ltliche Vorachriften 

1) Polymerase -Kettenreakt ion ("PCR") 

20 

Eine Araplif ikation bestimmter DNA-Makromolekule wurde unter Ver* 
wendung von PCR-Vorschriften durch Anwendung eines Perkin-Elmer 
Cetus GeneAmp™ DNA Amplif ikations-Reagenz-Bausatzes mit 
AmpliTag™ (Teil Nr. N801-0055) erreicht. Die Anweisungen des 
25 Herstellers wurden befolgt . 



2) Primer Biotinylierung 

30 5 1 -Biotynilierte Primer fir die PCR-Arnplif ikation wurden unter 
Verwendung von Biotin-ONf™ Phosphoramidit (Clonetech Labo- 
ratories, Inc., Palo Alto, Ca. Teil Nr. 5191) hergestellt. 
Biotynilierte Primer wurden vor Gebrauch nicht gereinigt. 
Die Anweisungen des Herstellers wurden befolgt. 



3) Primer -Markierung 
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Primer fiir die PCR-Amplif ikation wurden mit yP 32 (Amersham, 
United Kingdom) unter Verwendung von USB Cloned T4 Poly- 
nucleotide Kinase -Reagenzl en B'-markiert. Den Anweisungen des 
Herstellers wurde gefolgt. 

5 

4 ) S onden - Mar ki erung 

Eine 615 Fluorescein-Sonde wurde am 5 ' -Ende (Clonetech, Kat.Nr. 
10 5235-1) mit Fluorescein-ON Phosphoramidit markiert. Die An- 
weisungen des Herstellers wurden befolgt. 



5) Sulfo-SDTB-Analysen - Amin-Gehalt, quantitativ 

15 

Der Amin-Gehalt auf Polypropylen-Vorrichtungs-Medien wurde unter 
anderem unter Verwendung des Sulfo-SDTB-Assays bestimmt (Pierre 
Chemical, Produkt-Nr. 28610X) , Eine Quant if izierung wurde er- 
reicht, indem die Freisetzung eines DMT-Kations aus den Vbr- 

20 richtungs-Medien unter w&Srigen sauren Bedingungen gemessen 
wurde. Die erzeugte DMT-Menge wurde aus dem Ext inkt ions -Koef f z- 
zienten bei 498 nm von 70,000 cm' 1 M" 1 oder aus Standard- 
Kurven gesch&tzt (AOD 498 nm gegen Sulfo-STDB- Standards) . 
Den Anweisungen des Herstellers wurde gefolgt, mit der Ausnahrne, 

25 daS 6 N HC1 zur Freisetzung des DMT-Kations in L6sung verwendet 
wurde, 

D. ZusStzliche Analvtische V orschriften 

30 

1) Ninhydrin-Analyse - Amin-Gehalt, qualitativ 

Eine qualitative Analyse von aminiertem Polypropylen wurde 
durch Ninhydrin-Analyse durchgef Ohrt ; Ninhydrin, eine hetero- 
35 zyklische Verbindung, komplexiert mit Amino-Gruppen und 
w&hrend des Komplexierungs-Prozesses tritt ein Farbwechsel 
bzw. -Umschlag von Gelb zu Tiefblau auf. UngefShr 1 bis 3 
Tropfen jeder der folgenden Ldsungen wurde aufeinanderfolgend 
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zu vermeintlich aminiertem Polypropyl en-Material zugesetzt: 
A - Kaliumcyanid/Pyridin {0,01 M KCN/98 ml Pyxidin) ; B - 500 mg 
Ninhydrin/10 ml Butanol; C - 80 mg Phenol/20 ml Butanol, 
Dem folgte ein Erhitzen des Materials bei 110°C fur ungef&hx 
5 2 Min>, gefolgt von einer qualitativen Beobachtung der Farbe. 

2) DMT -Analyse - Amin-Gehalt, quantitativ 

10 Eine quantitative Bestimmung der Aminierung von Polypropylen 
wurde unter Verwendung einer Modifikation des bei Reddy, M.P. 
et al. "An efficient procedure for the solid phase tritylation 
of nucleosides and nucleotides." Tetrahedron Letters 28/1: 
23-26 (1987), dargelegten Verf ahrens erreicht. Die Amino -Gruppen 

15 reagieren mit Dimethoxytrityl (DMT) -chlorid in der Gegenwart 
von Tetra-n-Butylammoniumperchlorat/2,4, 6-Collidin in 
Dichlormethan; nach saurer Behandlung wird das DMT -Ration frei- 
gesetzt und kann spektrophotometrisch bei 501 nm gemessen 
werden. Die Ergebnisse k6nnen als OD-Einheiten/cm 2 aminier- 

20 tern Polypropylen dargelegt werden. 

Die Vorschrift war wie folgt; aminiertes Polypropylen wurde in 
aquimolarer Losung (0,5 M) von Dimethoxytritylchlorid (Aldrich, 
St* Louis, MO) and Tetra-n-Butylammoniumperchlorat (Fluka, 

25 City, State) in wasserfreiem Dichlormethan, das 2, 4, 6-Collidin 
enthielt, suspendiert. Die Reaktion wurde innerhalb zwischen 
ungef4hr 15 biB 30 Minuten abgeschlossen. Das aminierte Poly- 
propylen wurde entfernt und sorgfSltig mit Dichlormethan ge- 
Vaschen. Wasserfreies aminiertes Polypropylen wurde danach in 

30 10 ml 2%-iger Trichloressigs&ure in Dichlormethan (G/V) sus- 
pendiert. Das Vorhandensein einer orangen Farbe zeigte das Vor- 
handensein eines DMT-Kations an, und dies wurde spektrophoto- 
metrisch quantifiziert (Jtmax - 501 run, e « 76-000). 

35 

E. Ger&te 



1) Hochfrequenz-Gas-Glimm-Plasma-Entladung 
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Ein Plasma Sciences Ger&t Modell 0150E wurde zur Erzeugung einer 
Hochf requenz-Gas-Glimm-Entladung in der Gegenwart von Ammoniak- 
gas verwendet . 

5 

Der AminierungsprozeS bestand aus den folgenden Schritten: 
Ein Grunddruck von 0,1 Torr wurde innerhalb der Kammer bei 
Start und zwischen jedem Aminierungs-ProzeS, unter einem kon- 
tinuierlichem Vakuumspillbetrieb, eingerichtet . Danach wurde 

10 fur 4 Min. wasserfreies Amnion iak zur Erzielung eines Kammer- 
druckes von ungefahr 0,25 Torr eingefilhrt. Dem folgte die An- 
wendung von Hochf requenz-Energie bei 200 Watt fur 2 Min. in 
der Gegenwart des wasserfreien Ammoniakgases. Anschliefiend 
an die Abbrechung der Hochf requenz-Energie wurde die Kammer 

15 fur zus&tzliche 2 Min. bei demselben Druck in Atnmoniakgas 

gehalten. Dem folgte die Binfilhrung von Argongas in die Kammer 
fur 10 Min. bei ungefahr 0,25 Torr. Zuletzt wurde die Kammer 
unter Auslassen filr ungef3.hr 1 Min. auf atmosptuirische Be- 
dingungen zuruckgebracht . 

20 

2) Automat ieiertes DNA-Synthesegerfit 

Die Oligonukleotid-Synthese wurde auf einem automatisierten 
Beckman Instruments/ Inc. (Fullerton, CA) OLIGO 1000 DNA- 
25 SynthesegerSt unter Anwendung einer Chemie-Vorschrif t auf 

Phosphoramidit-Grundlage durchgef iihrt . Aminiertes Polypropylen 
wurde f&r das feste Tr«Lgermaterial verwendet. Homo- und Hetero- 
Oligonukleotide verschiedener L&ngen wurden gem&S der Anwei- 
sungen des Herstellers synthetisiert . 

30 

3) Kapillar-Gel-Elektrophorese ( n CGE M ) 

Eine Kapillar-Gel-Elektrophorese-Analyse der Oligonukleotide 
wurde auf einem Beckman Instruments, Inc. P/ACE™ 2000 
35 Hochleistungs-Kapillar-Elektrophorese-System durchgef uhrt . 
Eine 27 cm, 100 fim I.D. SSule (Polymicro Technologies, Inc., 
Phoenix, AZ) wurde verwendet; eine polymerisierte Polyacryl- 
amid-Gel-S&ule wurde innerbetrieblich unter Verwendung von 10 % 
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T hergestellt. Die Proben wurden \lber die elektrokinetische In- 
jektions-Methode (7,5 kV; 3,0 sec.) auf die SSulen aufgebracht; 
eine Trennung wurde bei 300 V/cm fxir 10 - 30 Mi^j. f abh&ngig 
von der Oligonukleotid-L&nge durchgef uhrt . Tris-hydroxymethyl- 
5 amino -met han ( w TRIS n ) -Borat (pH 8,3) wurde als der Laufpuffer 
verwendet. Der Extinktions-Nachweis war im Bereich von 0,01 
bis 1,0 OD25Q nm /nil, haupts&chlich abh&ngig von der L&nge 
des Oligonukleotide, 

10 4) Hochdruck-Flilssigkeits-Chromatographie ("HPLC") 

Eine HPLOAnalyse der Oligonukleotide wurde auf einem Beckman 
Instruments, Inc. System Gold™ HPLC Programmable Solvent 
Modul 126 durchgef uhrt , das rait einem Dioden-Array-Nachweis- 

15 ger&t Modul 168 und dem Autosampler 507 (20 fxl Injektorschlei- 
fe) ausgerustet war. Eine C18 Ultrasphere™ HPLC-S&ule {Beck- 
man, Teil Nr. 244254; 3 fi Partikel ODS, 4,6 mm x 7,5 cm) wurde 
verwendet* Flasche A enthielt* 0,1 M Ammoniumacetat , pH 6,8; 
Flasche B enthielt Acetonitril von HPLC-Gilte. Das System wurde 

20 in einer Gradienten-Betriebsart wie folgt betrieben (Durch- 
fluSgeschwindigkeit • 1 ml/Min.): 0-3 Min. - 100 % Flasche A, 
0 % Flasche B; 3 - 33 Min. - 100 % Flasche A bis 30 % Flasche 
A / 0 % Flasche B bis 70 % Flasche B. 

25 5) Breadboard Dynamic Hybridization Analysis 

(D-HAS™) System 

Urn die Verlaufe einer Sonden-Ziel-Disassoziation xiber die Zeit 
hinweg zu analysieren, wurde ein Breadboard Dynamic Hybrid! - 

30 zation Analysis (D-HAS™) -System aufgebaut. F&r das hierin 
verwendete D-HAS TU -Analyseger&t , wurde ein Beckman Instru- 
ments, Inc. System Gold™ HPLC Programmable Solvent Module 126 
verwendet, das mit einem modif izierten 171 Radioisotop-Nach- 
weisgerStt ausgerCistet war; die Modifikation bestand aus dem 

35 Ersetzen der Durchf luSzelle mit einer 1/8 Zoll AuSendurch- 

messer/ 1/16 Zoll Innendurchinesser fluorierten Ethylen-Propylen 
Copolymer-Rohre . 
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Diese Rohre ermdglichte die Einfftgung von aminierten Polypropy- 
len-Oligonukleotiden, die daran hybridisiert markierte in- 
tereasierende Sequenzen aufwiesen, und dieses Material wurde 
wiederum zwischen zwei Polypropylen-Schirmen "ge- sandwiched" . 
5 Diese Anordnung ermflglichte den DurchfluS von Disassoziations- 
Puffer durch die modifizierte Durchf lu&zelle somit nahm, 
als die Disassoziation der markierten Sequenz vom aminierten 
Polypropylene 01 igonukleot id eintrat, die Anzahl radioaktiver 
Z&hler ab und lieferte somit eine kontinuierliche Spur der 

10 Disassoziation der Sonde vom ziel. Flasche A enthielt D-HAS™- 
Gradienten-Puffer und Flasche B enthielt 0,01 % SDS. Das 
D-HAS™- System wurde in einer Qradienten-Betriebsart wie folgt 
betrieben: 0 - 2. Min. - 100 % Flasche A (1 ml/Min.); 2-22 Min 
- 0 % - 100 % Flasche B {2 ml/Min.); 22 - 24 Min. - 100 % 

15 Flasche B (2 ml/Min,); 24 - 26 Min. - 0 % - 100 % A (2 ml/Min). 

6) Geladene gekoppelte Vorrichtungs- ("CCD") Kamera 

Zum Nachweis einer Fluoreszenz -markierten Sonde wurde eine 
20 Photometries Metachrome 2 CCD Array Camera (Tuscon, AZ.) in Ver 
bindung mit einer Photometries Nu200 Kamera gesteuertem Soft- 
ware Rev. 2.0 verwendet. Die Laserquelle war ein Argonionen- 
Laser, 457-514 nM (Ornnichrome, Chino, CA.). 

25 

D. 01 iaonukleot id- Seauenzen 

Die in den gesamten Beispielen verwendeten Oligonukleotide . 
wiesen die folgenden Sequenzen auf (zur Vereinfachung der Dar- 
3 0 stellung nehmen die Beispiele auf die Oligonukleotide durch 
die aufgelisteten Kennungen Bezug) : 



1. 

35 



Ziel A (SEP ID Nr. 1) : 

3 1 -CCA CAT TTC GGT TQT G-5' 
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Das 3'-Ende von Ziel A wurde direkt an das aminierte Polypro- 
pylen synthetisiert (das heiSt, ea wurde kein "Linker" ver- 
wendet) - 

5 

2. P23 (SEP ID Nr. 2) : 

5* -GGT GTA AAO CCA ACA C-3 ! 
10 P23 ist ein Kompleraent zu Ziel A <Seq. ID Nr. 1) 

3. P24 (SEP ID Nr. 3) : 

15 5 * -GGT GTA AGG CCA ACA C-3 1 

P24 ist eine markierte "Komplement" -Sonde zu Ziel A, mit der 
Ausnahme der unterstrichenen Base, G (diese Base sollte ein A 
aein) . 

20 

4. P37 (SEP I D Nr. 4) : 

5 1 -GGT GTA AA. .CA ACA C-3 ' 

25 

P37 ist eine markierte "KoTnpletnent" -Sonde zu Ziel A, mit der 
Ausnahme einer Zwei-Basen-Deletion {".."), die "GG" sein sollte. 

30 5. Ziel A61 (SEP ID Nr. S) : 

3 1 -T TTA TAG TAG AAA CCA- 5' 

Das 3'-Ende von Ziel A61 wurde direkt an das aminierte Poly- 
35 propylen synthetisiert. 
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3 ' -T TCT TTT ATA GTA GAA- 5 1 

Das 3'-Ende von Ziel A70 wurde direkt an das aminierte Poly- 
5 propyl en synthetisiert . 

7, CFTR Exon 10, Norma l (SEP ID Nr. 7): 

10 5'-G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC ACC ATT 

AAA GAA AAT ATC A TC TTT GGT GTT TCC 
TAT GAT GAA TAT AGA TAG AGA AGC GTC 
ATC AAA GCA TGC CAA C-3 ' 

15 

8. CFTR Exon 10. AP508 (SEP ID Nr. 8) : 

5 1 -G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC ACC ATT 
AAA GAA AAT ATC ATT GGT GTT TCC TAT 
20 GAT GAA TAT AGA TAG AGA AGC GTC ATC 

AAA GCA TGC CAA C-3' 



9. CFTR EXQH 10 PCR Primer. Sense (SEP ID Nr. 9) r 

• 25 

5 ' -G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC AC- 3 ' 
Dieser Primer war am B'-Ende biotinyliert * 

30 

10. CFTR Exon 10 PCR Primer. Ant jsense (SEP ID Nr. 10) : 
5 1 -G TTG GCA TGC TTT GAT GAC GCT TC-3 ■ 

35 Dieser Primer war am 5'-Ende markiert. 



11- Spaltbares Ziel 17 monome re Einheiten/Pualitativ 
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(SEP ID Nr. 11) ; 

3 ' -TCA GCT ACC GTA AAT GT-5 ' 

5 

12. SAM 125 (SEP ID Nr. 14) ; 

3 ' -AAG GAC CTA ATA CGG-5' 

10 Das 3 ' -Ende wurde direkt an aminimierte Polypropylenfolie ayn- 
thetisiert. 

13. 615 Fluore azenz -Sonde (SEP ID Nr. 15) : 

15 

5 ' -GTT TTC CTG GAT TAT GCC TGG GAC 

. Das 5 ' -Ende der Sonde war mit der Fluorescein-Markierung nar- 
kiert; der unterstrichene Anteil der Sonde ist zu SAM 125 
20 komplementar. 



25 



30 



35 
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BZjlSfJEL X 

Aminierung von Polymer-Vorrichtungs-Medien 

5 

Polypropylen-Membran-Filterbiatter und -folien wurden dem Hoch- 
frequenz-Anrinierungsverfahren, wie voretehend beschrieben, un- 
terworfen. Im Anschlufi an die Plasma*Aminierung wurden unge- 
f&hr 1 cm x 1 cm scharfe Schnitte der Blatter und Folien durch 

10 die Ninhydrin-Realction auf ihren Amingehalt untersucht: nicht- 
aminierte ("unberihrte") Polypropy 1 en -Kont roll -Blatter und 
-Folien zeigten keinen Farbumschlag (d.h. die Farbe blieb 
gelb} ; aminierte Polypropy len-Biatter zeigten eine blaue Farbe, 
was auf auf den Pblypropylen-Biattern vorhandene Aminogruppen 

I5hinweist, Der Rest der Blatter und Folien wurde bei Raumtempe- 
ratur (im Dunklen) in Polyethylen-Beuteln aufbewahrt, unter Ver- 
wendung eines Elektrddxahtimpulshitze-Versiegelungsgerates ver- 
siegelt. Vor der Oligonukleotid-Synthese wurden Blatter und 
Folien quantitativ durch Sulfo-SDTB auf ihren Arainogehalt ana- 

20 lysiert: unberuhrtes Polypropylen zeigte ungefahr 0 bis 

1 nMol/cm 2 ; eine Polypropylen-Membran, die einer Hochf requenz- 
Behandlung unterworfen wurde , wurde als zwischen ungefShr 5 
bis 30 nMol/cm 2 umfassend bestimmt. 

25 Polypropylen- FSden wurden der Hochf requenz-Aminierungsprozedur 
wie vorstehend beschrieben unterworfen, mit zwei Ausnahmen: 
im wesentlichen lineare Faden wurden auf den Glasplatten ange- 
ordnet und an deren Bnden unter Verwendung eines Klebebandes 
am Ort gehalten, oder die Faden wurden urn einen Zylinderkern 

30 eines of f entnaschigen, bzw. grobmaschigen, Polypropylen-Materials 
herumgewunden, gefojgt von einer Befestigung der Kerne (ilber 
deren Enden) an den Glasplatten, unter Verwendung eines Klebe- 
bandes. Ungefahre L&ngen von 6 - 18 cm der Faden wurden zur 
Bestimmung der Aminierung verwendet* Fur eine qualitative Ana- 

35 lyse zeigte der unberiihrte Polypropylen- Faden kein Anzeichen 
einer blauen Farbe, wenn er den Ninhydrin-Teet-Vorschrif ten 
unterworfen wurde, wohingegen Polypropylen-Faden, die der 
Hochf requenz-Behandlung unterworfen wurden, die erwunschte blaue 
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Farbe zeigten. Eine quantitative Untersuchung (uber Sulfo-SDTB) 
zeigte, daft unberuhrte Polypropylen-Faden einen Amin- 
Oberfiachengehalt von zwischen ungefahr 0 bis 2 nMol/cm 2 
aufwiesen; Polypropylen-F&den, die einer Hochfrequenz-Behandlung 
5 unterworf en wurden, zeigten einen Amino-Gehalt von zwischen 
ungefahr 5 bis 30 nMol/cm 2 , 

Eine Maskierung der Polypropylen-Biatter (21,5 cm x 26,6 cm) 
wurde erreicht, indem derartige Blatter auf der Glasplatte 
10 innerhalb des Hochf requenz -Cerates angeordnet wurden und indent 
die Blatter mit einem 30 cm x 30 cm Polypropylen-Maschenf ilter- 
sieb (Spectra/Mesh Los Angeles, CA, Prod. Nr. 146410, 1000 fzm 
x 1000 (im Nennmaschen-Sffnung) uberlagert wurden. Eine Plasma- 
Aminiemng wurde wie vorstehend beschrieben durchgefilhrt . Ein 
15 qualitativer Test auf die Amin-"Musterung" (d.h. das Vorlie- 
gen von Amino-Gruppen entsprechend den Nennmaschen-6f fnungen) 
wurde unter Verwendung eines Sulfo-SDTB-Reagenzes durchgefuhrt, 
gefolgt von Spxllen in destilliertem Wasser, gefolgt von Halten 
der Blatter uber dem Rauch konzentrierter SalzsSure. Es ergab 
20 sich ein "kariertes" Muster, bei dem die nicht-markierten 

FlAchen eine orange Farbe aufwiesen (was auf das Vorhandensein 
von Amino-Gruppen hinweist) , wohingegen die Fl&chen unterhalb 
des Maschen-Anteils (maskierte Fiache) weiS waren (was auf das 
Fehlen von Amino-Gruppen hinweist) . Dasselbe Blatt wurde dann in 
25 destilliertem Wasser, Methanol und Aceton, gefolgt von 
Lufttrocknung, gespult. Danach wurde ein 30 dyne-cm blauer 
Farbstoff Benetzungs-Tension-Test-System-Kit Nr. 5 (Select 
Industrial Systems, Waukesha, WI) auf das Polypropyl en -Blatt 
aufgebracht; die durch die Masche bedeckte Fiache adBorbierte 
3 0 den blauen Farbstoff, was darauf hinweist, das diese Fiache 
hydrophob war (das heiSt, Amino-Gruppen fehlen), wohingegen die 
nicht-maskierten Flichen in ihrer Erscheinung weiS blieben, was 
darauf hinweist, daS die Fiache hydrophil war (das heifit Amino- 
Gruppen lagen vor) . 

35 
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BEISPIEL II 

Bestinnnung des Vorliegens von Oligonukleotiden 
auf aminiertem Polypropylen 

5 

Die Bestimmung der Effizienz einer Oligonukleotid-Synthese auf 
aminiertem Polypropylen gem&S Beispiel I wurde nach HFLC- ixnd 
CZE-Analyse von Oligonukleotiden vorhergesagt , die auf dem 
Material synthesiert wurden, und von diesem abgespalten wurden. 

10 

Es ist von Bedeutung, dafi das TrSgermaterial eine im wesentli- 
chen identische Syn these auf dessen Oberfl&che erm6glicht -- 
das heiSt , wenn das Tr&germaterial eine Variation in der Syn- 
these erlaubt, kftnnen Oligonukleotide mit unterschiedlichen 
15 L&ngen darauf synthetisiert werden* 

Ein effizientes Mittel zur Bestimmung der Qualitat des syn- 
thetisierten Materials ist die HPLC- und/oder CZE- Analyse 
des synthetisierten Materials. Wenn das Tragerniaterial eine 

20 konsistente und effiziente Synthese erm&glicht, dann sollte 
das Material, das darauf synthetisiert, entfemt und einer 
HPLC- und/oder CGE-Analyse unterworfen wurde, einen einzigen 
Peak erzeugen. Das hei&t, es existieren keine Oder im wesent- 
lichen geringe "Verunreinigungen* 1 , die auf Oligonukleotide 

25 hinweisen, die nicht die korrekte Sequenzlinge und Zusammen- 
setzung aufweisen. 

Vor Oligonukleot id- Synthese und infolge dee Ziels, das synthe- 
tisierte Material zu analysieren, wurde eine Linker- Gruppe 
30 dem aminierten Polypropylen zugesetzt. Speziell wurde das ami- 
nierte Polypropylen mit dem aktiven Ester des Nukleosid-Succi- 
nats kondensiert; dem folgte der Zusatz anderer Nukleoside. 
Wie klar ist, ist der Succinat-Anteil einer n Spaltung w unter 
Verwendung von Ammoniak zug&nglich. 

35 

Oligonukleotide mit 17-monomeren Einheiten (SEQ ID Nr. 11) 
wurden direkt auf aminierten Polypropylen-Blattern (0,5 cm 
x 1,5 cm) synthetisiert, die handgerollt wurden und lose in 
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eine Nadel-Spitzen-Reaktionssaule eines Beckman Instruments 
OLIGO 1000 DNA-Synthesegerites gepackt wurden; aminierte 
Polypropylen-FSden (ungef&hr 20 cm lang) wurden in &hnlicher 
Weise verwendet. Im AnschluS an die Synthese der Oligonukleo- 
5 tide mit 17-monomeren Einheiten, wurden die Oligonukleotide 
von den Tr&gem mit NH 4 OH(28%) bei Raumtemperatur eine Stunde 
lang gespalten, gefolgt von Schutzentziehung mit NH 4 OH(28%) 
filr eine Stunde bei 80°C. Die freigesetzten Oligonukleotide 
wurden dann durch HPLC- und CGE-Techniken unter den vorstehend 

10 dargelegten Parameters untersucht. Die Ergebnisse wurden in 
Fig. 1 (HPLC) und Fig, 2 (CGE) fur Oligonukleotide dargelegt # 
die auf Polypropyl en -Slattern synthetisiert wurden (die Ergeb- 
nisse fur Polypropyl en- F&den erbrachten im wesentlichen 
identische Ergebnisse; diese Ergebnisse sind hierin nicht 

15 zur Verftigung gestellt) . 

Wie aus den Figuren 1 und 2 klar ersichtlich ist, ist ein 
einziger, gut definierter Peak beschrieben, was unter anderem 
darauf hinweist, daS die Synthese-Ef f izienz auf dem aminierten 
20 Polypropyl en optimal war (der kleine Peak in Figur 1 wird 
Benzamid zugeschrieben, das durch die Entfernung von Benzoyl - 
Schutzgruppen auf dem synthetiBchen DNA-Strang gebildet wird) . 

25 BEIgj^Efr III 

Dehvbridisierunas-Eiqenschaften von 
Komplementen und Mutationen 

30 Urn die Hybridisierungs-Eigenschaf ten von Polynukleotiden zur 
Zielerfassung von Sequenzen zu bestimmen, die auf aminiertem 
Polypropylen synthetisiert wurden, wurden Reihen von Experi- 
ment en unter Verwendung von Oligonukleotiden durchgefuhrt , 
die Sequenzen aufwieaen, die perfekte Kotnplemente darstellten 

35 (das heiSt Analoge zum "Wildtyp") und Sequenzen r die nicht 
perfekte Kotnplemente darstellten (das heiSt Analoge zu "Muta- 
tionen") . Wie erw&hnt, ist es in der genetischen Analyse ent- 
scheidend, zwischen Wildtyp- und Mutations-Sequenz zu unter- 
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scheiden; dieses Ziel wird verschlimmert , weil die Bef&higung 
sch&dlicher Mutationen durch eine einzige Basen-Deletion/ 
Substitution und das Ubergewicht einer derartigen mutierten 
Sequenz zur Hybridisierung an eine Wildtyp-Komplement-Sonde 
5 beriicksichtigt werden mulS. Wegen dieser Faktoren wurde die 
Hybridisierung von dem Ziel uber die Zeit hinweg unter Ver- 
wendung des D-HAS™-Systems untersucht . 

Das frilher erwihnt.e Ziel A wurde direkt auf aminierte Poly- 
10 propyl en -Membranen unter Verwendung des vorher erw&hnten 
DNA-Syntheseger&tes synthetisiert . Danach wurden P23 (per- 
fektes Komplement zu Ziel A) , P24 (fehlende Ubereinstimmung 
in einer einzigen Base) und P37 (Deletion von zwei Basen) 
getrennt zu Ziel A wie f olgt eingef Clhrt : aminiertes Polypro- 
15 pylen, das daran kovalent gebunden Ziel A aufwies, wurde in 
Hybridisierungs- Puffer Squilibriert ; danach wurde jede der 
drei Sonden (0,5 pMol/50 pi Hybridisierungs- Puffer) diesen 
Membranen, gefolgt von einer 1-stundigen Inkubation bei 
25°C, zugeset'zt. Der Hybridisierungs -Puffer wurde dann ent- 
20 fernt, und die Membranen einmal mit 200 /il Hybrid! sierungs- 
Puffer gespiilt, danach wurden die Membranen, wie offenbart, 
dem D -HAS™ -System zugesetzt. Eine Untersuchung abnehmender 
Prasenz markierter Proben wurde durchgef uhrt, wobei die Er- 
gebnisse kollektiv in Figur 3 dargestellt sind. 

25 

Es wurde erwartet werden, daS zwischen einem "perfekten" 
Komplement zu Ziel A und einem "nicht-perfekten" Komplement, 
unter identischen Bedingungen, das perfekte Komplement l&nger 
am Ziel A als das nicht -perfekte Komplement hybridisiert 

3 0 bleiben sollte. Figur 3 beweist die Validit&t dieser Erwartung. 
Es wird angemerkt, dafi der Unterschied in den Hybridisierungs- 
Mustern zwischen P23 (dem Komplement) und P24 (mangelnde Cfber- 
einstimmung bei einer einzigen Base) ziemlich evident ist; 
der Unterschied in den Hybridisierungs -Must ern zwischen P23 

35 und P37 (zwei Basen-Deletion) ist noch bemerkenswerter . 

Diese Ergebnisse zeigen unter anderem an, daS Wildtyp-Ziel 
und Mutationsziel (e) direkt auf aminiertem Polypropylen syn- 
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thetisiert werden kdnnen, und daS diese zum genetischen 
Screening verwehdet werden kdnnen die F&higkeit, zwischen 
dem Vorhandensein eines Wildtyp- Komplement s und einer Muta- 
tion (oder uragekehrt) zu dif f erenzieren, ist evident, 

5 

BEISPIEL IV 

Untersuchung von zystischem Fibrose AF508 Exon 10 

10 

Von CRTR Exon 10, AF508 Pat lent en- Probe (SEQ ID Nr. 8) und 
CFTR Exon 10, normale Patient en -Probe (SEQ ID Nr, 7) abgelei- 
tete Ampl icons wurden durch Professor C. Thomas Caekey (Baylor 
. Medical College, Houston, TX) zur Verf&gung gestellt. Diese wur- 

15 den unter Verwendung der Sense- und Ant i sense -Primer, die 
beschrieben wurden, amplif iziert; im AnschluS an die 
Amplif ikation wurden biotinylierte Ampl icons entfernt (unter 
Verwendung von Avidin-beschichteten Perlen) , so daS im 
wesent lichen nur markierte Ampl icons fur die Untersuchung 

20 verwendet wurden* 

Sich konzentrierend auf CFTR Exon 10, wird der unterstrichene 
Anteil der Sequenz (SEQ ID Nr. 7) hierin als die "regionale 
Mutation" bezeichnet, das heiSt in AF508 sind die Basen CTT 

25 entfernt, so dafi ATC TTT als ATT pr&sentiert wird* Wir haben 
bestitwnt, daS bei der Konstruktion eines Ziels fxlr die regionale 
Mutation, die auf dem oberf l&chenaktivierten organischen Polymer 
synthetisiert werden soil, es bevorzugt wird, daS das Komplement 
zur regionalen Mutation entlang des Ziels so angeordnet sein 

30 sollte, daS es die Anzahl mSglicher fehlender Obereinstimmungen 
maximiert, wenn die Mutation vorliegt. Wenn sich beispielsweise 
die regionale Mutation entlang des Zieles distal zu dem 
aminierten Polypropylen befindet, dann sind die entsprechenden 
Hybrid! sierungen von, in diesem Beispiel, Exon 10, AF508 und 

35 Exon 10, Normal, wie folgt: (der unterstrichene Anteil ist das 
Komplement zur regionalen Mutation) : 
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3 r TTC T TTT ATA QTA GAA 5' Ziel A70 

5' AAG A AAA TAT CAT CTT 3' Exon 10, Normal 

5 r AAG A AAA TAT CAT [TGG] 3 1 Exon 10/ AF508 

5 Somit, auf Exon 10,AF508 konzentrierend, werden entlang dee 
Targets A70 mit 16 monomeren Einheiten, wenn Bxon 10, AF508 
daran hybridisiert , 13 komplementare Basen und 3 fehlende 
Ubereinstimmungen auf tret en (angezeigt in Klantmern) , Durch 
Verschieben des Kdmplements zur regionalen Mutation bin zum 
10 Polymer, nimrat die Anzahl fehlender Ubereinstimmungen zu. 



3 ! TTTATAGT AGAAA CCA - 5' Ziel A61 

5 ' AAATAACATCTTTGGT - 3 1 Exon 10, Normal 

5' AAATAACAT [TGGTGT] T - 3' Exon 10, AF508 

15 

Diese Verschiebung verringert die Anzahl komplementarer Basen 
auf einer Target A61-Exon 10, AF508 Hybridisierung auf 10, und 
erhdht die Anzahl von fehlenden tibereinstimmungen auf 6, das 
heiSt, eine 100 %-ige Zunahme bei den fehlenden Ubereinstimmun- 
20 gen. 

Die Absicht ist, dafi die Anzahl von fehlenden Obereinstimmungen 
maximiert werden sollte. Dies ward natilrlich von der L&nge der 
regionalen Mutation abhangen. Jedoch ist ein bevorzugter Pro- 

25 zentsatz von fehlenden Ubereinstimmungen zwischen einem Wild- 
Typ-Komplement-Ziel und einer Proben- Mutation zumindest unge- 
f&hr 20 %, bevorzugter ungef&hr 40 % und am meisten bevorzugt 
weniger als ungefShr 50 % (wenn die Anzahl von Basen mit feh- 
lender Obereinstimmung ungefSLhr 50 % ilberschreitet , kdnnen die 

30 Stringency-Bedingungen keine ausreichende Hybridisierung einer 
Mutation an das Ziel gestatten) . Jedoch beziehen sich diese 
Prozentzahlen auf die Position der fehlenden Obereinstimmung 
auf dem Ziel und auf die Art der fehlenden Obereinstimmung. 
Beispielsweise sind distale fehlende Obereinetimmungen bzw. 

35 distale Mis -matches weniger bevorzugt als interne Mis -matches, 
und der G-C Gehalt, der bei der komplement&ren Hybridisierung 
involviert ist, ist typischerweise "st&rker" als der A-T 
Gehalt , 
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Filr die Untersuchung der Exon 10, AF508 und Exon 10, Normal 
Amplicons wurde Ziel A61 verwendet; Ziel A61 wurde direkt auf 
aminiertem Polypropylen, wie vorstehend beschrieben, syntheti- 
5 siert. Hybridisierungs- und Dehybridisierungs-Bedingungen 
waren wie in Beispiel III dargelegt. Die Brgebnisse sind in 
Figur 4 dargestellt. 

Wie die Ergebnisse von Figur 4 anzeigen, ist der Unterschied 
10 in der Dehybridisierung zwischen den CFTR Exon 10, Normal 
und CFTR Bxon 10, AF508 von dem Wild-Typ-Komplement Ziel A61 
bemerkenswert — das Muster fur die Dehybridisierung von. 
Exon 10, AF508 ist beinahe zu demjenigen ftir die Hintergrund- 
storung identisch. Somit kann eine Analyse von Proben auf das 
15 Vorhandensein genetischer Mutationen leicht erreicht werden. 



BEISPIEL V 

20 Untersuchung von Htihnerei-Lysozym ( M HEL rt ) -Peptiden 

Die folgenden Peptide wurden direkt auf getrennten aminierten 
Polypropylen-Membranen synthetisiert . Diese Huhnerei-Lysozym- 
Peptide wiesen die nachfolgenden Sequenzen auf; 

25 

HEL 11-25 (SEQ ID Nr. 12): 

Ala-Met -Lys -His -Gly-Leu-Asp- 
Asn-Tyr-Arg-Gly-Tyr-Ser-Leu 

30 

HEL 106-116 {SEQ ID Nr. 13) : 

Asn-Ala-Trp-Val-Ala- 
Trp - Arg - Asn - Arg - Cys - 
3 5 Lys 



Die Carboxyl-Gruppe von Leu (HEL 11-25) und Lys (HEL 106-116) 
wurden direkt an das aminierte Polypropylen gebunden, (d.h. Leu 
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bzw, Lys waren die Starter -Biomonomere) . Die Peptid-Synthese 
wurde gem&S der allgemeinen Vorschrift durchgefuhrt , die bei 
D. Hudson, J. Org- Chem. 53:617 (1988), Milligen Technical 
Note 4-30, (1987) beschrieben ist. Fmoc-geschtitzte AminosSuren 
5 wurden von Beckman Instruments, Inc. (Prod. Nr. Pmoc Cys (Trt) : 
2663 66/ Fmoc Lys (TBoc) : 266387; Fmoc Asn: 266351; Fmoc Trp: 
266408; Fmoc Ala: 266342; Fmoc Val : 266414; Fmoc Leu: 266384; 
Fmoc Ser (OTBu) : 266402; Fmoc Tyr (OTBu) : 266410; Fmoc Gly: 
266375; Fmoc Asp (OTBu) : 266354; Fmoc His (Trt) : 266377; Fmoc 

10 Met: 266390; erhalten; Fmoc Arg (Mtr) wurde von Milligen {Prod* 
Nr. 911014) bezogen. Das Kopplungsreagenz (1,3-Di-isopropyl- 
carbodiimid) wurde von Aldrich (Prod. Nr. D12, 540-7) bezogen. 
Das Kopplungsmittel (Hydroxybenzotriazol) wurde von Aldrich 
bezogen (Prod. Nr. 15.726-0). Die Fmoc-Entblockierungs-Gruppe 

15 (Piperidin) wurde von Aldrich bezogen (Prod. Nr. 10. 409-4). Die 
Seitenkettengruppen wurden unter Verwendung von 19 ml Trifluor- 
essigs&ure (95 %) (Aldrich, Prod. Nr. 29.953-7), 0,5 ml Anisol 
(Aldrich, Prod. Nr. 12.322-6) und 0,5 ml Ethylmethylsulf id 
(Aldrich, Prod. Nr. 23.831-7) entfernt, die der Mischung zuge- 

20 setzt wurden und bei Raumtemperatur 6 Stunden lang, gefolgt von 
Waschen mat Ether, stehengelassen wurden. 

Urn das Vorhandensein dieser speziellen Peptide zu validieren, 
wurden monoklonale Anti-HEL-11-25 Maus-Antikorper und mono- 

25 klonale Anti-HEL-106-116 Maus - Ant ikdrper in einem ELISA-Format 
verwendet. Die Ant ikdrper wurden dankenswerterweise von Herrn 
Dx. Clifford Olson, Beckman Instruments, Inc. bereitgestellt . 
Diese Antik6rper kreuzreagieren nicht mit diesen Peptiden. 
Drei Bedingungen wurden untersucht: A - aminierte Polypropylen- 

30 Membran, die das HEL-11-25 Peptid direkt daran synthetisiert 
umfaSt; B - aminierte Polypropylen-Membran, die das HEL-106-116 
Peptid direkt daran synthetisiert umfafit; C - Kontrolle (ami- 
nierte Polypropylen-Membran) . Die ELISA-Bedingungen waren wie 
folgt: Die Membranen wurden in sechs einzelnen Vertiefungen 

35 einer Titer-Platte mit 96 Vertiefungen angeordnet; zwei Ver- 
tiefungen enthielten Merabran/HEL-11-25; zwei Vertiefungen 
umfaSten Membran/HEL-106-116; und zwei Vertiefungen umfaSten 
Membran. Die folgenden Bedingungen wurden fur jede Vertiefung 
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angewendet. Eine L6sung von 1 % BSA wurde jeder Vertiefung zu- 
gesetzt, gefolgt von einer Inkubation bei Raumtemperatur fur 
1 Stunde. Dem folgte 3 x 250 pi Waschungen mit Phosphat-ge- 
pufferter Salzlfieung (phosphate buffered saline = PBS) * Das 
5 Anti-HEL-11-16 wurde einer Vertiefung aus jedem Satz zugesetzt 
und das Anti-HEL-106-116 wurde einer Vertiefung von dem ver- 
bleibenden Satz zugesetzt. Danach wurden 100 pi Ziegen-Anti- 
Maus-Antik6rper, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert 
war (l : 5000 VerdOnnung) (High Clone, Utah, Teil #EA 1055-X) 

10 jeder Vertiefung zugesetzt. Dem folgte eine Inkubation bei 
Raumtemperatur far 30 Min. ; danach wurden 3 x 250 pi PBS- 
Waschungen durchgef iihrt . Danach wurden 100 pi NBT-BCIP (Nitro- 
Blau-Tetrazolium - Sigma N 6876, 5-Brom-4-chlor-3-indolyl- 
phosphat - Sigma, B6149 wie f olgt' hergestellt : 66 pi einer 

15 NBT-Stamraldsung (0,5 g NBT in 10 ml Dimethylformamid) und 33 pi 
BCIP-Stammloeung (0,5 g BCIP in 10 ml 70 % Dimethylformamid), 
zu 10 ml einer alkalischen Phosphatase-Puf f er- (100 mm NaCl; 5 
mm MgCl 2 ; 100 mm Tris-hydroxymethylaminomethan, pH 9,5) L6sung 
zugesetzt, wurden jeder Vertiefung zugesetzt. Eine 10-minutige 

20 Zeitspanne fur eine Farb- (Blau) -Entwicklung wurde bestimmt. 
Danach wurden die Vertiefungen mit entionisiertem Wasser 
gewaschen. Das Vorhandensein einer blauen Farbe im AnschluS an 
die Waschung zeigte das Vorhandensein von Ziegen-Antiroaus 
gebunden an die monoklonalen Antikfirper an (die Brgebnisse nicht 

25 dargestellt) . 

Die jeweiligen Antikdrper banden apezifisch an ihre jeweiligen 
Peptide. Beispielsweise wurde keine Farbe Blau in den Vertie- 
fungen beobachtet, die Membran/HEL-ll-16 umfaSten und aminier- 

30 tern Polypropylen beobachtet, zu dem Anti-HEIj-106-116 zugesetzt 
wurde. Keine Farbe bei dem aminierten Polypropylen zeigt an, 
dafi eine unspezif ische Bindung jedes AntikSrpers nicht eintrat. 
Die spezifische Bindung der AntikSrper an spezifische Peptide 
zeigt unter anderem an, daS die HEL-11-25 und HEL-106-116 Pep- 

35 tide tats&chlich korrekt auf dem aminierten Polypropylen syn- 
thetisiert waren. 
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BEISPIEL VI 

MeSstab-Hybridisierung 

5 Bin aminierter Polypropylen-Film bzw. -Folie, der SAM 125 
daran kovalent gebunden aufwies, wurde 10 Min. in Hybridisie- 
rungs-Puffer eingeweicht. Danach wurden 3 /il 615 Fluoreszenz- 
Sonde in 97 /il Hybridisierungs-Puf f er (100 pMol/100 /zl) da- 
zu zugesetzt, gefolgt von einer Inkubation fUr 90 Mim Dem 
10 folgten 4 x 200 /xl Waschungen mit Hybrid! sierungs -Puffer. 
Die Folie wurde dann entfernt und auf einem Glasrahmen ange- 
ordnet, gefolgt von einer Untersuchung unter Verwendung der 
CCD-Kamera; eine Laser-Drucker-Reproduktion der Ergebnisse 
ist in.Figur 5 dargestellt. 

15 

Die Ergebnisse von Fig. 5 zeigen an, daS eine starke Hybridi- 
sierung zwischen SAM 125 und 615 Fluoreszenz- Sonde eintrat. 
Die L&nge der Sonde gegenuber dem Ziel st&rte die Hybridisie- 
rung nicht. Das MeSstab- Format erm6glicht eine schnelle Unter- 
20 suchung auf das Vorhandensein oder Fehlen einer genetischen 
Mutation von Interesse; die Verwendung von nicht-radioaktiven 
Markierungen vermeidet bestimmte Anforderungen, die durch die 
Verwendung radioaktiver Markierungen entstehen, 

2 5 W&hrend das Vorhergehende betr&chtlich detailliert und beziig- 
lich bevorzugter Ausfflhrungsformen beschrieben wurde, sollen 
diese niche als EinschrAnkungen der Offenbarung oder AnsprQ- 
che, die folgen, aufgefa&t werden. Modif ikationen und VerSnde- 
rungen, die in den Wirkungskreis des Fachmanns fallen, fallen 

30 in den Utnfang der nachfolgenden Anspriiche. 
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SEQUENZ -LI STE 



ALLGEMEINE INFORMATION 

(i) ANMELDER: Coassin, Peter J. 

Matson, Robert S. 
Rampal, Jang B. 



(ii) TITEL DER ERFINDUNG: Biopolymersynthese 

mittels oberf lSchen- 
aktivierter organischer 
Polymere 



(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 15 
{ iv) KORRESPONDENZ -ADRESSEN : 



(A) 


ADRESSAT : 


Beckman Instruments, Inc. 


(B) 


STRASSE: 


2500 Harbor Boulevard 


(C) 


STADT: 


Fullerton 


(D) 


STAAT: 


California 


(E) 


LAND: 


USA 


(F) 


POSTLEITZAHL : 


92634 



(v) COMPUTERLESBARE FORM: 



(A) MEDIUM -TYP: 

(B) COMPUTER: 

(C) BETR I EBS SYSTEM : 

(D) SOFTWARE: 



Diskette, 3,5 Zoll 
1,44 Mb 

IBM 

MS. DOS 

WordPerfect 5 ♦ 1 
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(vi) AKTUELLE ANMELDUNGSDATEN : 

(A) ANMELDENUMMER : 

(B) ANMELDE - DATUM : 

(C) KLASS I FIXATION: 

r 

(viii) ANWALT/VERTRETER FOR INFORMATION: 

(A) NAME: Burgoon, Richard P. 

(B) REG. NR. : 34.787 

(C) REF. NR. /DOCKET -NR. : 129D-141 

{ ix) TELEKOMMUNI RATIONS - INFORMATION : 

(A) TELEFON: (714) 773-6969 

(B) TELEFAX: (714) 773-7936 



INFORMATION F©R SEQ ID NR. 1: 



(i) SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN: 



(A) LANGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT : 

(D) TOPOLOGIE : 



16 Basen 
Nukl e insSure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKOL-TYP : 

( i i i ) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI- SENSE: 

(xi) SEQUENZ-BESCHREIBUNG: 



DNA ( genomi 3 ch ) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 1 



CAA CAT TTC GGT TGT G 
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INFORMATION FT5R SEQ ID NR. 2; 



(i) SEQUENZ - EI GENS CHAFTEN : 



(A) IjANGE: 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT : 

(D) TOPOLOGIE: 



16 Basen 
NukleinsSure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKUL-TYP: 

(iii) HYPOTHET I S CH : 

(iv) ANTI -SENSE: 

(xi) SEQUENZ - BESCHRE IBUNQ j 



DNA (genomi8Ch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 2 



GGT GTA AAG CCA ACA C 



INFORMATION FUR SEQ ID NR, 3: 



(i) 



SEQUENZ -EI GENS CHAFTEN : 



(A) LANGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



16 Basen 
Nukleins&ure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKOL-TYP: 

(iii) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI -SENSE: 

(xi) SEQUENZ -BESCHREIBUNG : 



DNA (genomisch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 3 



GGT GTA AGG CCA ACA C 



INFORMATION FUR SEQ ID NR. 4i 



(i) 



SEQUENZ -EIGENSCHAFTEN: 



(A) L&NGE : 

(B) TYP: 



14 Basen 
NukleinscLure 
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(O 



STRANGIGKEIT: 



(D) TOPOLOGIE: 



einzeln, einschl ieSlich 

Schnitt 

linear 



(ii) MOLEKOL-TYP: 

{iii) HYPOTHETISCH : 

(iv) ANTI- SENSE: 

(xi ) SEQUENZ-BESCHREIBUNG : 



DNA (genomisch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 4 



GGT GTA AAC AAC AC 



INFORMATION FOR SEQ ID NR. 5: 



(i) 



SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN : 



(A) LANGE: 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



16 Basen 
Nukleins&ure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKGL-TYP: 

(iii) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI -SENSE: 

(xi) SEQUENZ-BESCHREIBUNG: 



DNA (genomisch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 5 



T TTA TAG TAG AAA CCA 



INFORMATION FUR SEQ ID NR. 6: 



(i) 



SEQUENZ - EIGENSCHAFTEN : 



(A) LANGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



16 Basen 
Nukleinsiure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKUL-TYP : 

(iii) HYPOTHETI SCH : 



DNA (genomi sch) 
nein 



(iv) ANT I -SENSE : 

(xi) SEQUENZ-BESCHRBIBUNG: 



nein 

SEQ ID NR. 6 



T TCT TTT ATA GTA GAA 



INFORMATION FOR SEQ ID NR. 7: 



(i) 



SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN : 



(A) LANGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKBIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



98 Basen 
Nukleins&ure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLBKOL-TYP: 

(iii) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI- SENSE: 

(xi) SEQUENZ-BESCHREIBUNG: 



DNA (genomisch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 7 



G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC ACC ATT 
AAA GAA AAT ATC ATC TTT GGT GTT TCC 
TAT GAT GAA TAT AGA TAC AQA AGC GTC 
ATC AAA GCA TGC CAA 



INFORMATION FCR SEQ ID NR. 8: 



( i ) SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN : 



(A) L&NGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



95 Basen 
NukleinsAure 
einzeln 
linear 



(ii) MOLEKOL-TYP: 

(iii) HYPOTHETI SCH: 



DNA (genomisch) 
nein 



(iv) ANTI -SENSE: 



nein 



» • 



ft 
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(xi } SEQUENZ-BESCHREIBUNG : 



SEQ ID NR. 8 



G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC ACC ATT 
AAA GAA AAT ATC ATT GGT GTT TCC TAT 
GAT GAA TAT AGA TAC AGA AGC GTC ATC 
AAA GCA TGC CAA C 

(10) INFORMATION FOR SEQ ID NR. 9: 



10 



(i) 



SEQUENZ -EI GENS CHAFTEN : 



15 



(A) L&NGE : 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOIiOGIE: 



24 Basen 
NukleinsSure 
einzeln 
linear 



20 



(ii) MOLEK&L-TYP: 

( i i i ) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI- SENSE: 

( xi ) SEQUENZ - BESCHREIBUNG : 



DNA (genomisch) 

ne in 

nein 

SEQ ID NR. 9 



G TTT TCC TGG ATT ATG CCT GGC AC 



(11) INFORMATION FOR SEQ ID NR. lO : 



25 



( i ) SEQUENZ - E IGENSCHAFTEN : 



30 



(A) IANGE: 

(B) TYP: 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



24 Basen 
Nukleins&ure 
einzeln 
linear 



35 



(ii) MOLEKOIj-TYP: 

(iii) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI-SENSE: 

(xi ) SEQUENZ-BESCHREIBUNG : 



DNA ( genomi sch ) 

nein 

ja 

SEQ ID NR. 10 



G TTG GCA TGC TTT GAT GAC OCT TC 



• * it • •••• 

• • - t » • 

• • •• 
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(12) INFORMATION FUR SEQ ID NR. 11: 



(i) 



SEQUENZ - E IGENSCHAFTEN : 



10 



15 



(A) L&NGE : 

(B) TYP: 

(C) STR&NGIGKEIT: 

(D) . TOPOLOGIE: 

(ii) MOLEKUL - TYP : 

(iii) HYPOTHETISCH : 

(iv) ANTI- SENSE: 

(xi ) SEQUENZ - BESCHREIBUNG : 

TCA GCT ACC GTA AAT GT 
(13) INFORMATION FUR SEQ ID NR. 12 j 



17 Basen 
NukleinsSure 
einzeln 
linear 

DNA (genomisch) 

nein 

nein 

SEQ ID NR. 11 



20 



<±> 



SEQUENZ -E IGENSCHAFTEN : 



25 



(A) LANGE: 

(B) TYP : 

(C) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIE: 



15 Aminos&uren 
AminosSuren 
einzeln 
linear 



30 



(ii) MOLEKUL- TYP: 

(iii) HYPOTHETISCH: 

(xi) SEQUENZ -BESCHREIBUNG: 



Peptid 
nein 

SEQ ID NR. 12 



Ala Met Lys Arg His Gly Leu 
Asp Aon Tyr Arg Gly Tyr Ser Leu 



(14) INFORMATION FUR SEQ ID NR. 13: 

.35 

(i) SEQUENZ - EIGENSCHAFTEN : 
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(A) 
(B) 
(C) 
(D) 



LANGE: 
TYP: 

STRANGIGKEIT: 
TOPOLOGIB: 



11 Aminos&uren 
Aminoeauren 
einzeln 
linear 



BEST AVAILABLE COPY 



5 molekOl-typ-. 

(iii) HYPOTHETISCH: 

(xi) SEQUENZ-BESCHREIBUNGt 

10 Asn Ala Trp val Ala Trp 

Ar g Asn Arg Cys Lys 

(15) IN FOKMATIO N FOR SEQ ID NR. 

m SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN: 

15 

(A) LANGE s 

(B) TYP: 

(c) STRANGIGKEIT: 

(D) TOPOLOGIB: 



Peptid 
nein 

SEQ ID NR. 



13 



20 



25 



30 



M OLEKUL-TYP: 
(iii ) HYPOTHETISCH: 
, iv ) ANTI-SENSE: 
(xi) SEQUENZ-BESCHREIB«NG: 

AAG GAC CTA ATA CGG 
(16) INFORMATION FOR SEQ ID NR. 15: 
SEQUENZ-EIGENSCHAFTEN: 



15 Basen 
Nukleinsaure 

einzeln 
linear 

DNA (genomisch) 
nein 
nein 

SEQ ID NR. I* 



(i) 



35 



(U) 



(A) LANGE: 

(B) TYP: 

(C ) STRANGIGKEIT: 

(D ) TOPOLOGIB: 
MOLEKUL-TYP: 



24 Basen 
Nuxleinsaure 

einzeln 
linear 

DNA (genomisch) 



10 



15 



• • • « 4 

• • • 

• • • • * • 

• • • • • 1 



• • • • 

• • • ♦ 
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(iii) HYPOTHETI SCH : 

(iv) ANTI -SENSE: 

(xi) SEQUENZ -BESCHREIBUNG : 

GTT TTC CTG GAT TAT GCC TGG CAC 



nein 
nein 

SEQ ID NR. 15 



20 



% 25 



66 



93923172.6 
EP 0721458 



5 Patentansprilche: 



l. Verfahren zum Synthetisieren von Biopolymeren, 

insbesondere Oligonucleotide^ Peptiden oder Proteinen, auf 
10 einem festen Tr&germaterial, wobei das Verfahren ein sequen- 
zielles verbinden von Biomonomeren, insbesondere von Nucleotiden 
oder Aminos&uren urafafit, dadurch gekennzeichnet , daS 

(a) Nucleophlle auf der Oberfl&che eines Polypropylen- 
15 Tragermaterials gebildet werden, wobei die Nucleophile aus 

-NH 2 i -SH und -OH ausgewdhlt sind; 

(b) das eine er9te Nucleotid oder Aminosciure mit den 
Nucleophilen 2ur Reaction gebracht wird, urn zuerst eine 

20 Biomonomer-TrSgermaterial-Bindung ohne Spacer-Arme zu bilden f 
wobei die Bindungen aus den nachfolgenden Strukturen ausgewahlt 
sind, bei denen PP Polypropylen darstellt: 

nucleosid nucleosid nucleosid 

i i i 

25 0 0 O 

I I 1 

-0-P=0 -O-P-O -O-P-0 

I I I 

NH O S 

I I i 

PP PP PP 



30 



i I 

c=o c=o 

I I 

NH O 

I I 

PP PP 



35 



2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Bildung von 

Nucleophilen auf der Oberflache des Polypropylens erreicht 
wird, indem die Oberflache einer Plasma-Energie in der Gegen- 
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wart einer Quelle des Nucleophils ausgesetzt wird. 

3 . Verfahren nach Anspruch 2 , bei detn das Nucleophil 

-NH 2 ist und die Quelle des Nucleophils AmmoniJcgas ist. 

5 

4. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem vor Aussetzen 
der Oberfl&che gegenuber Plasma-Energie die Oberflache mas- 
Iciert wird/ urn eine ausgew&hlte, ortsspezifische Exposition 
der Oberfliche gegenflber der Plasma-Energie zu ermdglichen. 

10 

5. Verfahren nach Anspruch 1, bei detn das Polypropylen 
in der Form eines Films vorliegt. 



6. Vorrichtung, die Biopolymere, insbesondere Oligo- 

15 nucleotide, Peptide Oder Proteine umfaSt, die kovalent uber 
kovalente Bindungs-Stellen an eine Polypropylen-Oberf i&che 
gebunden sind, wobei jedes der Biopolymere aus einer bekann- 
ten Sequenz bekannter Biomonomere, insbesondere von Nucleo- 
tiden oder Aminos&uren, besteht, und wobei die Jcovalenten Bin- 
20 dungs -Stellen eine Struktur aufweisen, die aus 

nucleosid nucleosid nucleosid 

{ i i 

0 o o 

1 I I 

-0-P~0 -0- P-0 -o- p=o 

I I ! 



25 



30 



NH O S 

• 1 J 

PP PP ' PP 

I I 

c*o C-0 

i ! 

NH O 

I I 

PP PP 

ausgewahlt ist, wobei PP Polypropylen darstellt, 



35 7. Vorrichtung nach Anspruch 6, bei der die nucleophile 

Bindungs-Stelle durch Aussetzen des Polyp ropylens gegenilber 
Plasma-Energie in der Gegenwart eines Nucleophil -Reagenzes ge- 
bildet wird. 
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8. Vorrichtung nach Anspruch 6, bei der die Vorrichtung 
in der Form eines Polypropylen-Films vorliegt, 

9. Vorrichtung nach Anspruch 6, bei der die Biopolymere 
5 an bekannten Stellen an die Oberfl&che gebunden sind* 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, bei der die Biopolymere 
verschieden sind, wobei jedes der verschiedenen Biopolymere an 
einer unterschiedlichen, bekannten Stelle gebunden ist. 

10 

11. Verfahren zum Analysieren eines interessierenden Gens, 
das die folgenden Schritte umfafit: 

(a) Gewinnen einer Probe, die ein interessierendes Gen 
15 einschlieSt; 

(b) Binbringen der Probe in eine Vorrichtung, die gebun* 
dene Oligonucleotide aufweist; 



20 (c) Bestitnmen, ob das Gen in einer kotnplementSren Weise 

an das befestigte Oligonucleotid hybridisiert hat, 
dadurch gekennzeichnet, daS bei der Vorrichtung die Oligo- 
nucleotide kovalent uber nucleophile Bindungs -Stellen ohne 
Spacer- Arme an eine Folypropylen-Oberf l&che gebunden sind, 

25 wobei die kovalente Bindung eine Struktur aufweiet, die aus 

nucleosid nucleosid* nucleosid 

I I t 

0 o o 

! I i 

-O-P-O -0-P=O -o-p=o 

1 I I 

NH O S 

I 1 I 

PP PP PP 



30 
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I I 

c=o c=o 

I I 

NH O 

I i 

PP PP 
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ausgewShlt ist, wobei PP Polypropylen darstellt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, bei dem das Oligo- 
micleotid an einer bekannten Stelle an die Oberfl&che gebunden 

5 ist, 

13. Verfahren nach Anspruch 11, bei der das Oligo- 
nucleotid an einer bekannten Stelle befe9tigt ist und bei dem 
eine Bestimmung, ob das Gen hybridisiert ist, durch Nachweisen 

10 des hybrydisierten Genes an der bekannten Stelle erreicht wird. 



15 



i 11 • • • • * • 



1/5 



93 923 172.6 
BP 0 721 458 
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